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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

Time — Pink Floyd
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Resumo

Introducdo: O carcinoma de células escamosas de labio (CCEL) representa
aproximadamente 30% dos carcinomas da cavidade oral e 2% de todos os canceres
humanos. A etiologia do CCEL ¢ altamente relacionada com a exposicao a radiacao ultra
violeta (UV). A queilite actinica (QA) é uma lesdo em placa branco-vermelho com areas
ulcerativas, por vezes sob a forma de crosta, que afeta a totalidade ou parte do vermelh&o
do labio. A QA ¢ considerada uma lesdo cancerizavel do labio e apresenta fatores
etioldgicos e caracteristicas clinicas semelhantes ao CCEL. A perda de heterozigosidade
(LOH) é definida como a perda de um alelo de um l6cus 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 regides
gendmicas que anteriormente mostraram uma alta frequéncia de LOH em neoplasias
malignas epiteliais e investigar mutagdes nos éxons do TP53. Metodologia: Utilizou-se
17 amostras de CCEL e 16 de QA obtidas por conveniéncia nos arquivos da Faculdade
de Odontologia da UFMG. O DNA dos tecidos normal e tumoral foi extraido, amplificado
por PCR e analisado por meio de 6 marcadores para regides microssatélites proximas 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 anélise da
LOH foi realizada apds a eletroforese capilar dos produtos de PCR. Foi realizado
imunohistoquimica para as proteinas 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 frequéncia de LOH em CCEL foi 0 D9S157 (8/12 casos
informativos) e o D9S287 em QA (4/11 casos informativos). Os resultados da
imunohistoquimica ndo foram associados com LOH em nenhum dos marcadores
investigados. Foram encontradas muta¢Ges missense no gene TP53 em ambos 0s grupos
de lesdes, e mutacdes nonsense em CCEL, incluindo uma transicdo CC>TT. Esta Gltima
mutacdo € considerada uma assinatura da radiacdo UV. Conclusfes: Mutagfes do TP53
e LOH estdo presentes nas lesdes de CCEL e QA, e podem fazer parte da patogénese
molecular dessas lesdes.

Palavras chave: carcinoma de células escamosas de labio, queilite actinica, perda de
heterozigosidade, LOH, radiagdo 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,
9922 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. Introducéo

O labio € uma regido em que pode ocorrer 0 desenvolvimento de neoplasias. O
carcinoma de células escamosas de labio (CCEL) é uma neoplasia epitelial originada no
vermelhdo dos labios. Ele corresponde a aproximadamente 15% de todas as neoplasias
do segmento cabeca e pescoco e a 25% de todos os tumores da cavidade bucal. Cerca de
80% dos carcinomas do labio acometem o labio inferior, 5%-8% o labio 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
incidéncia 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 lesdo que ocorre com maior frequéncia em individuos do sexo
masculino (80% a 90% dos casos), acometendo principalmente trabalhadores com
historico de exposicao solar cronica (LUNA-ORTIZ et al., 2004; POGODA; PRESTON-
MARTIN, 1996).

Diversos fatores ambientais tém sido associados a etiopatogénese do CCEL, no
entanto, os mecanismos de carcinogénese relacionados ao CCEL ndo parecem estar
limitados a um Unico agente, mas a um complexo processo de interag¢des entre fatores de
risco. Os raios ultravioleta (UV) da radiacdo solar sdo importantes fatores modificadores
do DNA. A proliferacéo das células que sofreram danos em seu DNA pode seguir alguns
caminhos: o dano é reparado e a célula assume a sua fungdo normal; a divisdo celular
prossegue com o modelo de DNA alterado; ou a célula sofre apoptose e é eliminada do
tecido. Porém, a exposicdo cronica aos raios UV pode ocasionar o acumulo de danos ao
DNA, levando a célula alterada a estimular o seu préprio crescimento, resistir aos sinais

inibitérios de crescimento, ndo entrar em apoptose, estimular a angiogénese e a
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multiplicacdo celular, e, por fim, metastatizar para sitios distantes do tumor inicial
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Embora varios estudos tenham sido feitos no intuito
de elucidar a patogénese do CCEL, os mecanismos moleculares envolvidos na ocorréncia

dessa neoplasia necessitam ser esclarecidos.

Muitas vezes, o CCEL pode ser precedido pela queilite actinica (QA), uma lesdo
gue normalmente se apresenta em placa branco-avermelhada com areas ulcerativas, €, as
vezes, em forma de crosta que acomete parte ou todo vermelhdo do labio. A QA é
caracterizada histopatologicamente por uma hiperceratose, com ou sem displasia
epitelial, degeneracdo basofilica do colageno (elastose solar), associada ou ndo a
infiltrado inflamato6rio. A QA acomete principalmente homens a partir da quinta década
de vida, e esta diretamente relacionada com exposicao cronica a luz solar. E considerada
uma leséo cancerizavel, embora ndo existam dados concisos na literatura sobre a sua taxa

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

Estudos de avaliacdo da perda de heterozigosidade (loss of heterozigosity - LOH)
em carcinoma de células escamosas intrabucal (CCEB) e do trato aero digestivo superior,
identificaram LOH nas regides 3p, 4q, 5q, 8p21-23, 11q13, 11923, 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 brago
curto do cromossomo 17 (LEVINE; MOMAND; FINLAY, 1991; MAY; MAY, 1999) e
codifica a proteina p53, (CRUZ et al., 2000; SHIN et al., 1994). O TP53 é 0 gene mais
frequentemente mutado em canceres humanos e tem um papel fundamental na regulacéo
do ciclo celular, sendo chamado de “guardido do genoma” (LANE, 1992).

Né&o foram encontrados estudos na literatura que demonstrassem a presenca de LOH

nas regides 9p, 9q e 17q, ou mutacdes genéticas do TP53 nas lesdes de CCEL e QA.
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Levando em consideracdo que essas lesdes tém fatores de risco diferentes do CCE
intrabucal, é de grande importancia entender essas alterac@es, suas associagdes com 0s
fatores clinicopatolégicos e buscar marcadores genéticos que possam predizer o

comportamento clinico da QA e CCEL.
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2. Revisao de literatura

2.1. Queilite Actinica

2.1.1 Sinonimias, breve historico e conceito

A QA, também conhecida como queilose solar, ceratose solar, ceratose actinica
ou queilose actinica, € um termo clinico para uma lesdo ulcerativa, as vezes com formacéo
de crosta que acomete parte ou todo o vermelhao do labio (VAN DER WAAL, 2009). A
palavra “queilite” vem do grego “keilos” e esta relacionada a inflamacéo do labio; O
termo “actinica” vem do grego “Aktis” que significa raio (BENTLEY; BARANKIN;
LAUZON, 2003). Portanto, o termo Queilite actinica parece ser o0 mais apropriado para
denominar a lesdo (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 regides quentes e secas da Califérnia,
que trabalhavam sob o sol constante e apresentavam les6es no labio. Essas lesdes eram
caracterizadas por uma inflamacédo crénica com ulceracdo, localizada especialmente no
labio inferior, e ocorria com frequéncia nos meses de verdo (AYRES, 1923). Foi o
primeiro autor a levantar a hipétese de a causa da QA estar associada a radiagéo solar.

Desde entdo varios estudos foram conduzidos para melhor elucidar a
etiopatogénese, prevaléncia, perfil clinico, alteragdes clinicas e moleculares dessa
doenca. Atualmente a QA é conceituada como uma alteragdo que se d& no vermelhéo
labial, potencialmente maligna, causada pela exposi¢do cronica aos raios solares, que
pode apresentar displasia em sua histopatologia (MORTAZAVI; BAHARVAND;

MEHDIPOUR, 2014; PINERA-MARQUES et al., 2010; YARDIMCI et al., 2014).
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2.1.2 Aspectos epidemiologicos, etiopatoldgicos e clinicos da QA

Clinicamente, a QA pode se apresentar em duas formas principais: a aguda e a
crénica. A forma aguda ndo sera abordada neste estudo, uma vez que é uma entidade
distinta e sem potencial de transformacéo maligna.

A forma cronica geralmente se manifesta como uma discreta elevacao, podendo
envolver toda extenséo do labio inferior até a comissura labial. Observam-se alteragdes
de cor, frequentemente de aspecto palido, lustroso, com superficie macia e perda da
plasticidade usual do labio, sendo que erosdes e ulceracdes podem estar presentes (figura
1). Estudos demonstraram que o labio inferior pode ser até 10 vezes mais afetado que o
superior, devido principalmente a sua posicdo anatémica, estando mais diretamente
exposto a radiacio 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 incidéncia entre os 40 e 80
anos. Para a confirmacgdo do diagndstico, faz-se necessario biopsia do local da lesdo,

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

Figura 1: Aspecto clinico da QA em labio inferior: lesbes leucoplasicas distribuidas
por todo o labio inferior, com perda do limite do vermelh&o do l&bio e algumas areas

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 lesdes envolviam o labio inferior. O grupo de pescadores que tinha menos de 15
anos de exposicdo diaria ao sol, com média de oito horas por dia, apresentava menor
namero de casos de QA do que o grupo com mais de 45 anos de exposicdo, 0 que
demonstrou a influéncia do tempo de exposicdo ao UV da radiagdo 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 0s pacientes apresentaram lesdes multifocais
(CAVALCANTE; ANBINDER; CARVALHO, 2008).

No estudo de Marques (2010), foram analisados 125 pescadores com um
historico de exposicdo cronica a luz solar, moradores em Floriandpolis, Santa Catarina —
Brasil. A média de exposi¢do dos pacientes foi de 32 anos de 7,7 horas por dia e 92% dos
pescadores ndo utilizavam nenhum tipo de protecdo a luz solar. Os resultados mostraram
que dos 125 pescadores avaliados, 12 j& apresentavam alteracdes displasicas na avaliacéo
histopatolégica da lesdo e 4 pacientes ja apresentavam CCEL (PINERA-MARQUES et
al., 2010).

No estudo de Martins-Filho (2011), a prevaléncia de QA em agricultores nas
areas do semiarido brasileiro foi de 16,7% dos casos. A doenga foi prevalente nos
individuos 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 bidpsia incisional para descartar a presenca do
CCEL(MARTINS-FILHO et al., 2011).

A radiacdo solar é o principal agente etioldgico da QA. Outros fatores etioldgicos
tém sido implicados no risco para a QA, tais como habitos alimentares, uso do tabaco e
predisposicdo genética. Exposicdo ao fumo, poluentes e o processo natural de
envelhecimento da pele contribuem para a formacéo de radicais livres que estimulam o
processo inflamatorio na pele. A evidéncia cientifica existente, no entanto, ainda é fraca
para sustentar a associacdo de tais fatores e a etiopatogénese da doengca (BENTLEY et
al., 2003; DOUGLASS; GAMMON, 1984; KAUGARS et al., 1999; LINDQVIST;
TEPPO, 1978; MANGANARO et al., 1997; OLIVEIRA ALVES et al., 2014).

O diagnostico da QA € baseado nos achados clinicos e histopatolégicos. A QA
apresenta-se no vermelhdo dos l&bios como areas leucoplasicas associadas a &reas
eritematosas, eventualmente erosivas, ulceradas ou com crostas, nas quais pode ocorrer
sangramento. Inicialmente, os labios apresentam-se &speros e ressecados, depois
aparecem estrias ou fissuras perpendiculares no limite pele-vermelh&. Nos casos mais
avancados, é comum o edema difuso do labio e perda do limite pele-vermelhdo (DE
OLIVEIRA RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014; MARKOPOULGOQS;
ALBANIDOU-FARMAKI; KAYAVIS, 2004; OCHSENIUS et al., 2003).

Alguns autores sdo unanimes em afirmar que, nos casos em que ha alteracoes
histopatoldgicas moderadas a graves, na biopsia incisional, ha a indicacdo de remocao
cirurgica da lesdo (DUFRESNE; CURLIN, 1997; KIM; SONG; KIM, 2013;
MORTAZAVI et al., 2014; SHAH; DOHERTY; ROSEN, 2010). Outros afirmam que,
como ndo hé correlagdo entre a aparéncia clinica e a agressividade histologica, a bidpsia
incisional é indicada em todos os casos, pois héa risco de malignizacdo (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 individuos que ja apresentavam,
histopatologicamente, carcinomas de células escamosas (MARKOPOULOS et al., 2004).

As condutas terapéuticas para a QA visam tratar a doenca em si e impedir que
ela sofra transformacdo maligna. Nos quadros em que a histologia ndo demonstra atipia
epitelial, pode-se optar pelo uso de protetores labiais e outras medidas que minimizem o
indice de exposicdo solar. Alguns casos podem apresentar regressao espontanea e a
grande maioria requer excisdo cirdrgica da lesdo (MAIN; PAVONE, 1994). Ndo existem
estudos na literatura que mostram evidéncias de formagédo de campo de cancerizagdo em
labio, como ocorre em leucoplasias bucais e carcinomas intrabucais, embora a presenca

do campo de cancerizacao seja provavel.

2.1.3 Caracteristicas Histopatologicas

A QA crbnica apresenta um conjunto de altera¢fes histologicas. O aspecto
histopatolédgico da lesdo pode variar desde uma hiperceratose sem displasia epitelial, até
quadros de displasia epitelial severa. Sdo componentes desse quadro a degeneragdo
basofilica do colageno (elastose solar) e, frequentemente, infiltrado inflamatério. A
displasia epitelial pode ser restrita ao ter¢o profundo ou meédio do epitélio, envolver toda
Sua espessura (carcinoma in situ), e em casos em que haja areas de rompimento da
membrana basal, o diagndstico 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 reforca os
relatos da literatura que consideram a QA como leséo cancerizavel (ABREU et al., 2006;
BAKER, 1980; CAVALCANTE et al., 2008). Além disso, os padrées morfolégicos do

CCEL sugerem uma evolucdo da QA para o CCEL. Porém, em relagéo a taxa de
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transformacédo maligna, ndo existem dados conclusivos na literatura (VAN DER WAAL,

2009).

2.2 Carcinoma de Células Escamosas

2.2.1 Aspectos epidemioldgicos e clinicos do Carcinoma de Células

Escamosas de Labio

O Carcinoma de Células Escamosas de Labio (CCEL) é uma neoplasia epitelial
maligna que acomete o vermelhdo dos labios. Pode originar-se na semi-mucosa/mucosa
sem alteracGes (de novo) assim como a partir de lesdes cancerizaveis 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 incidéncia de cancer para 2014 no Brasil apontaram ser o cancer de
boca (incluindo labio, cavidade bucal e orofaringe) como o quinto mais frequente entre
homens (com 11280 novos casos estimados) e o 11° entre mulheres (com 4010 novos
casos estimados). Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer da
cavidade oral em homens é o quarto mais frequente nas regides Sudeste (15,48/ 100 mil)
e Nordeste (7,16/ 100 mil). Na regido Centro-Oeste, é 0 quinto (8,18/ 100 mil). Nas
regides Sul (15,21/ 100 mil) e Norte (3,21/ 100 mil) o sexto. Para as mulheres, é o nono
mais frequente nas regides Sudeste (4,88/ 100 mil) e Nordeste (3,72/ 100 mil). Na regido
Norte (1,60/ 100 mil), ocupa a 112 posi¢do. Na regido Centro-Oeste (3,30/ 100 mil), é o
12° mais frequente e, na regido Sul (3,09/ 100 mil), o 15°. A Gltima estimativa mundial
apontou que ocorreriam cerca de 300 mil casos novos e 145 mil o6bitos, para o ano de
2012, por cancer de boca e labio (INCA, 2014). Vale ressaltar que nessas estimativas ndo
é possivel obter dados apenas dos CCEL, uma vez que estdo agrupados com o CCE

intrabucal.
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Em um estudo brasileiro de 2006, que tracou o perfil da incidéncia de pacientes
com CCE intrabucal no Brasil, os autores relataram que o labio inferior foi a terceira
localizagéo (17,9% dos casos) mais comum do CCE intrabucal (OLIVEIRA; RIBEIRO-
SILVA; ZUCOLOTO, 2006).

Hé& inimeros relatos na literatura que demonstram discrepancias nas incidéncias do
CCEL em diferentes areas geograficas. Cidades litoraneas em que h& grande exposicao
solar durante a maioria dos dias do ano tém uma alta taxa de CCEL. Isso pode ser
parcialmente explicado pelas variacdes entre 0s grupos estudados no que se refere a
exposicdo aos fatores associados, como exposicdo solar, uso de protetores labiais,
consumo de tabaco e bebida alcodlica (LA VECCHIA et al., 1997; LINDQVIST;
TEPPO, 1978; MOORE et al., 1999; OCHSENIUS et al., 2003; SUGERMAN;
SAVAGE, 2002). As maiores incidéncias mundiais de cancer de labio séo relatadas na
populacéo branca do Canada e Australia. Acima de 50% dos canceres bucais na Australia
sdo localizados no labio (SUGERMAN; SAVAGE, 2002). A Espanhae o Ird tém o CCEL
como uma das lesdes malignas mais comuns da boca (PEREA-MILLA LOPEZ et al.,
2003; SARGERAN et al., 2009).

O CCEL ocorre principalmente em homens com histérico de longa exposi¢ao solar
durante a vida (LINDQVIST; TEPPO, 1978). A alta incidéncia de CCEL parece estar
associada a profissdes em que os trabalhadores se expdem cronicamente a altos niveis de
incidéncia solar, tais como fazendeiros, marinheiros, pescadores, trabalhadores da
construcdo civil, garis e trabalhadores rurais (LUNA-ORTIZ et al., 2004; SILVA etal.,
2006; SOUZA etal., 2011; SUGERMAN; SAVAGE, 2002).

Classicamente, o CCEL apresenta-se clinicamente como uma Ulcera de bordas
elevadas e endurecidas, mal delimitada, podendo ter areas leucoplésicas ou eritroplasicas

no vermelhdo labial (Figura 1). Embora a forma clinica ulcerada seja a mais frequente,
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outras apresentacOes da doencga podem ser vistas, como lesbes exofiticas, com margens

mal delimitadas (HASSON, 2008).

Figura 2: Aspecto clinico do CCEL em labio inferior: Lesdo ulcerada, de bordas

endurecidas e limites imprecisos, acometendo grande extensao do labio inferior.
2.2.2 Etiopatogénese do CCEL

Vaérios fatores ambientais foram citados na tentativa de elucidar a etiopatogénese
do CCEL, no entanto, tal carcinogénese ndo parece ser limitada a um Gnico agente, mas
a um complexo processo de interagOes 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 esta altamente relacionada a
exposicao cronica aos raios UV (LA VECCHIA et al., 1997; PARKIN, 2001; PATIL;

MAHESHWARI, 2014)
2.2.3 Prognostico e tratamento do CCEL

O CCEL apresenta prognostico mais favoravel que do CCE intrabucal. Esse fato
ocorre, talvez por a neoplasia se localizar em uma area exposta, de facil diagndstico, o
que facilita o diagnostico precoce da lesdo. Quando comparado ao CCE em pele,
apresenta maior possibilidade de desenvolver metastase cervical, com taxas variando de
3 a 20% (RODOLICO et al., 2004). As lesdes labiais menores que 2 cm tém bom

prognastico, apresentam evolucdo lenta, baixo grau de invaséo aos tecidos adjacentes e
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de disseminacdo linfonodal, e constituem excecdo ao prognostico dos demais canceres

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 diferenciacdo histoldgica do tumor primario.
Portanto, 91% dos pacientes que apresentam tumores bem diferenciados sobrevivem mais
que cinco anos. Para tumores moderadamente e pobremente diferenciados, a prevaléncia

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

Metastases a distancia sdo mais raras, variando de 0,5% - 2% e, quando ocorrem,
sdo mais frequentes em pulmao e figado. O risco de metéstase a distancia esta diretamente
relacionado ao estagio avangado do tumor e a recorréncia locorregional (BETKA, 2001;

VAHTSEVANOS et al., 2007).

O tratamento de escolha para o CCEL é a remogdo cirdrgica com margens de
seguranca, porém a associa¢do com a radioterapia pos-operatéria é a mais indicada em
casos avancgados. Associado a essas condutas, pode ser realizado esvaziamento cervical
seletivo, mesmo na auséncia de metéstases clinicamente identificiveis, pois a taxa de

metastases ocultas € superior a 30% (KUMAR et al., 2014; SALGARELLI et al., 2005).
2.2.3.1 Sistema TNM para os tumores malignos do labio

O Sistema TNM para o estadiamento dos tumores malignos foi desenvolvido na
década de 50 pela Uniéo Internacional do controle de Cancer (IUCC). Em 1950, um
comité nomeado pela UICC determinou a nomenclatura e a classificacdo para os tumores,
como base para seu trabalho na classificacdo do estadio clinico, as definigdes gerais de
extensdo local dos tumores malignos sugeridas pelo Sub-Comité de Registros de Casos
de Céancer e Apresentacdo Estatistica, da OMS. Em 1953, o Comité da UICC, em reunido

com varias comissdes internacionais de tratamento do cancer, fez um acordo no que diz
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respeito a técnica geral de classificacdo pela extensdo anatémica da doenca, usando o

Sistema TNM (KREPPEL et al., 2010).

A edicdo atual é a 62 feita no ano de 2002, e é amplamente utilizada no mundo
inteiro como importante preditor de progndstico. Abaixo segue a atual classificacdo para

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

T - Tumor Primario
e TX O tumor primério ndo pode ser avaliado
e TO Ndo ha evidéncia de tumor primario
e Tis Carcinoma in situ
e T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao
e T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensao
e T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao
e T4a (Labio) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, nervo alveolar
inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz)
N - Linfonodos Regionais
e NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
e NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
e N1 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior
dimenséo
e N2 Metastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em
sua maior dimensdo, ou em linfonodos homolaterais maltiplos, nenhum deles com
mais de 6 cm em sua maior dimenséo; ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao
e N2a Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em

sua maior dimensao
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e N2b Metéstase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6
cm em sua maior dimenséo

e N2c Metéstase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de
6 cm em sua maior dimenséo

e N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimenséo

M - Metéastase a Distancia

e MX A presenca de metéstase a distancia ndo pode ser avaliada
e MO Auséncia de metastase a distancia

e M1 Metastase a distancia

2.2.4 Caracteristicas histopatoldgicas

O diagnostico do CCEL é realizado através de um exame histopatoldgico,
conjuntamente com os dados clinicos, a partir de um fragmento representativo do tumor
mediante biopsia incisional do tecido neoplasico. E caracterizado histologicamente por
ilhas e corddes infiltrativos de células epiteliais malignas, que mostram diferenciacdo em
direcdo a uma morfologia escamosa (NEVILLE; DAY, 2002).

As células do CCEL podem apresentar alteracfes morfoldgicas caracterizadas por
nucléolos proeminentes, hipercromatismo e pleomorfismo nuclear, alteracdo na relacao
nucleo/citoplasma, eosinofilia citoplasmatica, disceratose, pleomorfismo celular, nimero
de mitoses elevado e mitoses atipicas. Quando as células mantém a capacidade de
producdo de queratina, formam-se cole¢des dessa proteina no interior de ilhotas tumorais,
denominadas pérolas de queratina. Alteracbes no estroma como desmoplasia,
angiogénese e infiltrado inflamatério de intensidade variada também podem ser

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

A carcinogénese € um processo complexo que envolve alteracbes genéticas e
epigenéticas que ocorrem em diversos processos relacionados, envolvendo o controle do
ciclo celular, a apoptose, a diferenciacdo, a senescéncia e a angiogénese, além da
motilidade celular e capacidade migratéria. Varias sdo as teorias desse processo
carcinogénico, e a mais difundida é a teoria da mutacdo somatica. Basicamente uma ou
um grupo de células sofre mutaces genéticas tornando as potencialmente capazes de se
multiplicarem de modo autdnomo, escapando de todos os mecanismos de protecdo do
DNA. A partir dai, ocorre a expansdo clonal dessas células, a qual leva a um grande
acimulo de mutacGes genéticas e a transformacdo das mesmas em neoplasias
(HANAHAN; WEINBERG, 2000;2011; PITOT, 2001).

Dentre os varios agentes promotores dessas alteraces genéticas, a exposicao a
radiacdo ultravioleta é o principal fator associado ao desenvolvimento do carcinoma de
células escamosas de labio, esse e alguns processos relacionados a alteracdo da proteina

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

2.3.1 A Radiagéo UV

A radiacdo ultravioleta natural, proveniente do sol, é dividida conforme o
comprimento de onda que emite. Essa radiacdo € classificada em UVA (320-400nm),
UVB (290-320nm) e UVC (200-290nm) (HUSSEIN, 2005; LINCOLN, 2000). A
radiacdo UVC é quase completamente absorvida pela camada de o0zdnio na atmosfera
terrestre, e ndo traz dano a vida terrestre. Ja as radiagdes UVA e UVB ndo séo
completamente absorvidas pela camada de ozonio e afetam diversas moléculas da pele
que absorvem a radiagdo UV e sofrem alteracGes quimicas. Essa absor¢do pode causar

lesbes como inflamacdo, eritema, queimaduras e danos ao DNA, que eventualmente
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podem levar ao céancer (HUSSEIN, 2005; LINCOLN, 2000; MELNIKOVA,;
ANANTHASWAMY, 2005). Ambos os raios UVA e UVB podem contribuir para o
envelhecimento da pele, danificando colageno, quebrando a vitamina A, levando a uma
imunossupressdao local e por ionizagéo, liberando radicais de oxigénio que podem

danificar DNA das células (LINCOLN, 2000).

O tipo de lesdo causada pela radiacdo UV varia dependendo do seu comprimento
de onda. Os efeitos deletérios da UV A acontecem através da geracao de espécies reativas
de oxigénio, que provocam uma diminuicdo na habilidade das células em produzir
adenosina trifosfato (ATP), levando a um menor fornecimento de energia para as mesmas.
Essas moléculas produzem ligacGes cruzadas de DNA - proteina, quebras de fita Gnica e

alteracGes de bases no DNA (LINCOLN, 2000).

Jaos raios UVB causam alteragdes celulares, devido a grande quantidade de energia
que € levada ao estrato cdrneo e as camadas mais superficiais da epiderme. H& a formacéo
de dimeros de pirimidina-ciclobutanos (CPD) e fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona
(6-4PP)(CLINGEN et al., 1995; MITCHELL, 1988; RAHN, 1966). Essas duas lesdes
sdo formadas exclusivamente em residuos de pirimidina, que constituem regides
altamente susceptiveis a mutacOes e lesées no DNA, que podem dar lugar a mutacdes
especificas que compreendem a transicio C—T e¢ CC— TT nas sequéncias

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

As bases do DNA contém estruturas em anel com abundantes ligacOes
conjugadas, o que faz o DNA ser um importante absorvedor de radiagdo UV nas células.
(DE GRUIJL, 1999). Acredita-se que raios UV possam provocar o rompimento da dupla
hélice do DNA, bloqueando a replicacdo e a transcricdo, causando varios danos, entre
elas mutacgdes no gene supressor de tumor TP53, com danos ao mecanismo de destruicéo,

reparo e morte celular normal (SMITH et al., 2000). A proteina p53 mutada esta presente
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em mais de 50% de todos os tumores humanos, sugerindo que a inativacdo, tanto dessa
proteina quanto do gene, realiza um papel importante no fenémeno da génese tumoral

(DARNTON, 1998; LEVINE etal., 1991).

2.3.2 Perda de heterozigosidade em regides de genes supressores de tumor

A perda de heterozigosidade (LOH) é uma alteracdo genética, na qual ha perda de
um ou ambos alelos de uma determinada regido cromossdémica especifica presente em
células normais. Essas alteracfes podem vir de fenbmenos que podem causar uma
diferenca entre o tecido normal e tumoral do individuo (HAPPLE, 1999; KNUDSON,
1971).

O mecanismo genético da LOH foi inicialmente estudado em 1929, pelo zodlogo
americano John Patterson, para explicar o aparecimento de manchas mutantes induzidas
por Raios X em Drosophila melanogaster. Em um embrido heterozigoto para uma
mutacdo recessiva que afetava a cor dos olhos, a aplicacéo de raios X induzia a perda de
um alelo selvagem em ceélulas somaticas, 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 hipotese 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 alteracbes geneticas, como mutacdes,
podem ser um dos passos importantes para a completa perda de um gene supressor de
tumor. De acordo com esse modelo de supressao tumoral, conhecido como “Two-hit”, a

inativacdo de um gene supressor de tumor requer alteracdes 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 haploinsuficiéncia génica. Portanto, a perda ou inativacéo
de apenas um unico alelo pode ser um fator importante para o comprometimento
funcional de um gene supressor de tumor, o que pode induzir ao cancer (BERGER,;
KNUDSON; PANDOLFI, 2011).

Genes supressores de tumor sdo um grupo de genes responsaveis pela codificacdo
das proteinas que transmitem sinais negativos regulatorios do crescimento celular. Esses
genes estdo frequentemente envolvidos na regulagéo do ciclo celular, incluindo paradas
do ciclo e apoptose. Diversos estudos mostraram que perdas somaticas em locus de genes
supressores de tumor sdo capazes de alterar a expressédo e funcdo desses genes, resultando
assim em uma susceptibilidade ao desenvolvimento do céncer (LEE et al., 2010;
VERMA; TRIANTAFILLOU, 1998).

As regides microssatélites sdo pequenas sequéncias repetitivas, altamente
polimérficas na populacdo e susceptiveis a erros durante a replicacdo do DNA (L1, Y.-C.
et al., 2004). Encontram-se distribuidos por todo o genoma humano, e algumas regides
cromossémicas como 3p, 9p, 11p, 17p sdo relatadas na literatura como deletadas em uma
série de neoplasias como cancer de mama, pulmao, melanoma, carcinomas de cabeca e
pescogo e ameloblastomas (FIELD et al., 1995; MIGALDI et al., 2008; ROWLEY et
al., 1996; SINHA, S. etal., 2008). Nunes e colaboradores (2000) realizaram uma anélise
de microssatélites de celulas provenientes da cavidade bucal de pacientes com cancer de
boca e orofaringe por citologia esfoliativa, e encontraram LOH em 84% das amostras.
Novamente diferencgas foram observadas dependendo do estagio do tumor. Estes autores
sugeriram que a avaliacdo da LOH pode ser util para o diagnostico precoce e para o

acompanhamento do paciente. Porém esse estudo utilizou o DNA extraido de raspado de
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mucosa e a avaliacdo da LOH por intensidade das bandas na eletroforese, o que exige
cautela na interpretacédo dos resultados (NUNES; KOWALSKI; SIMPSON, 2000).

Em outro estudo, foram identificadas alterac6es genéticas como a LOH em todas as lesdes
malignas da cavidade oral (SPAFFORD et al., 2001). Por outro lado, nenhum dos
pacientes saudaveis apresentou tais alterac@es, indicando a alta especificidade desses
métodos. Estudos de avaliagdo da LOH em CCE intrabucal e de cabeca e pescoco
identificaram perdas cromossomais nas regides 3p, 4q, 5¢, 8p21-23, 11913, 11923, 13q,
14q, 17p, 18q, e 22q (AHMED:; IDRIS; IBRAHIM, 2003; LEE et al., 2010). A LOH
nessas regides cromossémicas, que apresentam alteracdes no carcinoma de células

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

2.3.3 O Gene TP53

O TP53 é um gene supressor de tumor, localizado no brago curto do cromossomo
17p, composto por onze éxons, sendo que o primeiro deles ndo é codificante e apresenta
um primeiro intron longo (10 kb). Apresenta uma regido central hidrofdbica, codificada
pelos éxons 5 a 8 (aa 110-296), flanqueados por regides hidrofilicas: uma regido N-
terminal &cida e uma C-terminal basica. A sequéncia codificante contém cinco dominios,
cada um deles é responsavel por funcdes especificas (LEVINE etal., 1991; MAY; MAY,
1999).

O produto desse gene € uma fosfoproteina nuclear chamada p53, que apresenta um
peso molecular aproximado de 53kD, e tem, ao todo, 393 aminoacidos. Entre as suas
funcles, 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 dificil, portanto

a sua detecgdo. Porem, mutacOes genéticas, defeitos na via de degradacédo e a ligacéo
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dessa proteina com outras como as do virus simio 40 (SV40) e papilomavirus humano
(HPV) podem induzir a estabilidade metabdlica da proteina, aumentando
consideravelmente sua meia vida, e com isso, é possivel a sua deteccdo nos tecidos
neoplésicos. O stress celular também pode levar a estabilizacdo da p53 (BONGERS et
al,, 1995; NYLANDER; DABELSTEEN; HALL, 2000). A deteccdo da p53 por
imunohistoquimica nesse momento pode ser detectada (CRUZ et al., 2000; SHIN et al.,
1994).

O papel fundamental do TP53 na regulacao do ciclo celular, na apoptose e no reparo
do DNA consagrou-o com a denominacgdo de “guardido do genoma” (LANE, 1992).
Mutacg0es sdo as principais alteragdes verificadas na carcinogénese, no entanto, diversos
outros mecanismos de inativacdo da p53 nas células cancerosas podem ocorrer.

O gene TP53 é frequentemente inativado por muta¢Ges pontuais do tipo missense,
(onde ha alteracdo do aminoacido codificado pela troca da base nitrogenada). Podem
ocorrer também mutacBes nonsense (mudam o codigo para um cédigo de parada da leitura
da proteina), silenciosas (onde a troca da base ndo altera 0 aminoacido ou essa troca
ocorre na parte ndo codificante da proteina) e outros tipos de alteracdes (OLIVIER et al.,
2002; PETITJEAN et al., 2007).

Foram descritas até hoje mais de 28 mil mutagdes diferentes do gene TP53, sendo
que aproximadamente 75% sdo substitui¢cdes de pares de bases e a maior parte ocorre em
regides exonicas localizadas no dominio de ligagdo ao DNA. Aproximadamente 30% das
mutacdes de troca de sentido ocorrem em seis codons preferenciais (175, 245, 248, 273 e
282), ou “hot-spots”. Outras mutacdes foram descritas em mais de 200 diferentes codons
(OLIVIER et al., 2002; OLIVIER, MAGALI; HOLLSTEIN, MONICA; HAINAUT,

PIERRE, 2010; PETITJEAN et al., 2007).
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3.0bjetivo

3.1 Objetivo Geral

Estudar a perda de heterozigosidade (LOH) em regides cromossomicas que

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

gene TP53 em CCEL e QA.

b)

d)

f)
9)

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a LOH nas regides cromossomicas 9p, 99 e 17p em CCEL e QA utilizando
os marcadores: D9S157, D9S162, D9S171, D9S287, AFM238WF2 e TP53.
Avaliar a frequéncia de perda alélica (FAL) dos casos de CCEL e QA.

Comparar o perfil de LOH entre CCEL e QA.

Verificar se as amostras de CCEL em estagio mais avancado apresentam um perfil
distinto de LOH.

Investigar a expressdo imunohistoquimica das proteinas p53 e ki-67 nos casos de QA
eem CCEL.

Testar a associacdo entre a LOH e a imunoexpressdo em cada marcador

Verificar a existéncia de mutacdes nos éxons do gene TP53 nas lesbes de CCEL e

QA.
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4. Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (Anexo 1) sob o n°® 99.057, de 19/09/2012 obedecendo a
resolucdo brasileira do Conselho Nacional de Saide CNS n° 466/12, que dispde 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 incluidas em parafina
foram obtidas a partir de uma reviséo dos casos de pacientes acometidos por CCEL e QA,
entre 0s anos de 2000 a 2014, nos laboratérios de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da UFMG e no Laboratorio de Anatomia Patologica da Faculdade de
Medicina da UFMG. Apo0s esse levantamento, foram separados somente 0s casos que
continham os dados clinicos, o bloco de parafina e a lamina histopatoldgica corada em
hematoxilina e eosina (H&E) (figura 03).

Todos os tumores utilizados no estudo, parafinados ou congelados, tiveram suas
laminas em H&E revisadas por trés patologistas bucais (R.S. Gomez, C.C. Gomes e V.F.
Bernardes) para a confirmacdo do diagndstico, sendo adotados os critérios da OMS

(BARNES; ORGANIZATION; CANCER, 2005).
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Figura 3: Amostra histopatolégicade uma amostra de CCEL do laboratoério de
Patologia Bucal da UFMG. Coloragcdo H&E - Aumento 200x: Caracteristicas
histopatoldgicas do CCEL (ninhos de células neoplésicas caracterizados por células
escamosas exibindo pleomorfismo celular e nuclear, nicleos hipercromaticos e pérolas

de queratina, circundados por infiltrado inflamatério mononuclear).

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

em formol e incluidos em parafina

Critérios de Incluséo:

1. Confirmacéo histopatoldgica do diagndstico da lesao;

2. Bloco de parafina com tecido suficiente para realiza¢do da extracdo do DNA
sem que houvesse dano ou perda de material para posteriores avaliacfes e ou
pesquisas;

3. Presenca de tecido néo epitelial morfologicamente normal e de tecido epitelial
morfologicamente alterado nos fragmentos;

4. Dados basicos nas fichas clinicas dos pacientes (como nome, idade, género);

5. Pacientes maiores de 18 anos.

Ap0s essa selecdo, 17 casos de CCEL e 16 casos de QA foram obtidos. Os tumores

congelados foram coletados durante a bidpsia excisional das lesdes. Foram incluidos ao
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todo, 5 amostras de CCEL, onde foram obtidos os dados clinicos (sexo, idade e
estadiamento TNM), bem como coletadas amostras de tecido tumoral. O estadiamento
clinico das lesdes foi realizado no ambulatério, seguindo os padrdes do TNM (KREPPEL
etal., 2010).

Os tecidos frescos foram obtidos durante o procedimento cirirgico da remocao
total da lesdo (ap0s diagndstico obtido por bidpsia incisional). Foram coletados do mesmo
paciente 2 fragmentos do tumor, sendo um acondicionado em formol tamponado a 10%,
para confirmacdo do diagnostico histopatologico de CCEL, e o outro fragmento foi
acondicionado em RNA-Holder (BioAgency, Sao Paulo, SP, Brasil) e mantido no meio
por 24 h a 4 °C, e em seguida, guardados em nitrogénio liquido. Os tecidos eram
acondicionados, 0 mais rapidamente possivel, nessas solucdes para preservacao dos
acidos nucleicos e evitar a degradacdo (MELO et al., 2010).

Assim, um total de 5 casos de CCEL congelados foram incluidos no estudo para
as posteriores analises de sequenciamento génico. Os critérios de inclusdo para 0s tumores
frescos utilizados foram tumores com diagnostico histopatoldgico de CCEL e os dados
clinicos disponiveis 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. Ja nos casos
parafinados de CCEL e QA, por se tratar de uma reviséo de arquivo, foi feita uma tentativa
de contato com todos os pacientes para assinarem o TCLE (Anexo II). Entretanto, ndo foi
possivel a localizacdo de todos os pacientes, por motivos como, mudanca de endereco e
telefone de contato, e 6bito de alguns dos pacientes. Entretanto, todos os esforgcos foram
feitos para que isso fosse minimizado. A seguir (figura 4), é possivel observar o

fluxograma do desenho do estudo.
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Figura 4: Delineamento e sequéncia de eventos para obtencao e processamento das

amostras do estudo.

4.2 Microdisseccao dos tecidos incluidos em parafina para o estudo da LOH

Confirmados os diagndsticos das lesbes de CCEL e QA, foram identificadas e
marcadas regibes normais (tecido conjuntivo, muscular, glandulas salivares e tecido
adiposo) e tecido epitelial sabidamente alterado por meio de microscopia oOptica de luz
(100X) nas laminas coradas em H&E. Apds essa identificacdo, dos 33 casos de CCEL e

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

LOH

selecionados para a realizacdo da microdisseccdo a laser (todos de CCEL). Esses quatro

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

quantidade de tecido inflamatdrio nas areas tumorais e / ou, um alto grau de invasao de
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tecido tumoral no tecido conjuntivo adjacente, dificultando assim, a realizacdo da
microdisseccdo manual. N&o foi realizada a microdisseccéo a laser para todos 0s casos,
ja que a quantidade de DNA obtida atraves dessa técnica é bastante limitada, além do alto
custo dos insumos necessarios para a realizacdo dessa pesquisa e da demanda de tempo.

Tabela 1: Descricdo da procedéncia e do tipo de material utilizado na pesquisa.

Amostras Procedéncia Tipo de tecido Microdisseccéo
Diagnéstico: 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
Diagnéstico: 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 Nao utilizado na LOH

#2 FM — UFMG Fresco Nao utilizado na LOH

#3 FM - UFMG Fresco Nao utilizado na LOH

#4 FM - UFMG Fresco Nao utilizado na LOH

#5 FM - UFMG Fresco Nao utilizado na LOH

FO — UFMG - Faculdade de Odontologia da UFMG, FM — UFMG - Faculdade de Medicina da UFMG.



46

Para a microdisseccéo a laser, foi preparada uma nova lamina, com um corte de 6
pm de espessura, em uma membrana especial (MMI membrane slide, Glattbrugg, Suica)
para a utilizacdo no microscopico de dissec¢do a laser do sistema Olympus 1X 81-laser
MMI Cell Cut (MMI Glattbrugg, Sui¢a). Em seguida, as areas normais e tumorais foram
selecionadas e seccionadas a laser, no aumento de 200x e coletadas em microtubos
estéreis separados para posterior extracdo do DNA do tecido.

Para a microdissec¢do manual, a lamina corada por hematoxilina e eosina (HE) j&
com a delimitacdo das areas normais e alteradas, foi sobreposta ao bloco de parafina e
realizada a delimitacdo das &reas com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril (n° 15).
Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo em 10 cortes de 10 um e o material
foi coletado em microtubos estéreis separados para posterior extragdo do DNA do tecido

de ambas regides.

4.3 Extracdo de DNA dos tecidos parafinados

Para a extracdo de DNA dos tecidos incluidos em parafina (CCEL, N=17; QA,
N=16), foi utilizado o kit de extracdo de DNA Qiagen, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit,
de acordo com as recomendagdes do fabricante (Qiagen, Hilden, Germany). O protocolo

de extragdo encontra-se no apéndice 1.
4.4 Extracdo de DNA dos tecidos frescos

Para extracdo do DNA dos espécimes frescos, utilizou-se kit DNeasy Blood &
Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O

protocolo de extragdo encontra-se no apéndice 2.
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4.5 Avaliacédo da LOH

A avaliagédo da LOH foi realizada a partir da amplificacdo de regides genémicas
especificas, chamadas de regides de microssatélite. Para tal analise, inicialmente, cada
sequéncia foi amplificada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) com um par de oligonucleotideos (iniciadores), sendo o primer Forward
marcado com 0s agentes fluorescentes.

Para avaliar LOH, foi selecionado, inicialmente, um painel de oito marcadores
para 0os casos de CCEL e de QA. Os primers possuem marcadores fluorescentes e
englobam regides microssatélites proximas a genes supressores de tumor. Os marcadores
foram escolhidos baseados em estudos prévios de LOH que demonstraram alta frequéncia
de LOH em CCE intrabucal e carcinoma de células basais de pele. A posicdo dos
marcadores em relacdo aos cromossomos esta demonstrada na figura 05 e as sequéncias
descritas no quadro 1. Os marcadores D3S1293 e D11S1369 (cromossomos 3 e 11,
respectivamente) apresentaram problemas de amplificacdo pela técnica de PCR, tendo

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

D9s157

CHRNBT 17p13 4 AFM238WF2
P53 P53

-

Figura 5: Localizagcdo dos marcadores microssatélites nos cromossomos 9p, 9q e
17p: Os marcadores D9S157, D9S162, e D9S171 encontram-se localizados no braco

curto do cromossomo 9 (ilustrado a esquerda), enquanto que o marcador D9S287
localiza-se no brago longo do mesmo cromossomo. Os marcadores AFM238WF2 e P53

localizam-se no braco curto do cromossomo 17 (ilustrado a direita).



Quadro 1: Marcadores microssatélites de LOH utilizados no estudo
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Marcador

D3S51293

D9S287

D9S157

D9S162

D9S171

D11S1369

AFM238FW?2

TP53

Locus

3p24.3

9q22-23

9p22

9p22-p13

9p22-p21

11q13.4

17p13.1

17p13.1

Sequéncia do Primer

F: ACTCACAGAGCCTTCACA

R: CATGGAAATAGAACAGGGT

F: GCTATGACTTGTTCTGTGACAA

R: CACTACATTGTTCAAGGGTCA

F: AGCAAGGCAAGCCACATTTC

R: TGGGGATGCCCAGATAACTATATC
F: GCAATGACCAGTTAAGGTTC

R: AATTCCCACAACAAATCTCC
F:AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT
R: ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT

F: CCACAGCACTGATACATGGA

R: TCAGTCTCAAGTCAAAAGTAATCG
F: AACAGCCTGTGCAACATAGT

R: AGCTCGAAGCAACAACACTT

F: TACAGGGATAGGTAGCCCGAG

R: GGATTTGGGCTCTTTTGTAA

Tipo de

repeticéo

Di (CA)

Di(CA)

Di (CA)

Di (CA)

Di (CA)

Tetra
(GATA)

Di (CA)

Di (CA)

Amplicon

116-144 bp

105 pb

133-149 bp

172-196 bp

158-177 bp

180 bp

160 bp

149 bp

F: Primer Forward; R: Primer Reverse ; DI: dinucleotideo; Tetra: tetranucleotideo; CA
e GATA: Bases nitrogenadas repetidas em tandem na regido microssatélite; pb: pares de
base; PCR: Polimerase Chain Reaction.

Todas as reacOes 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

MM de cada primer, 100 ng de DNA extraido, 0,25 pM de desoxirribonucleotideo

trifosfato (ANTP), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 1,5 pl (1X) de tampéo de PCR e 1

unidade de enzima tag (AmpliTag Gold polymerase- Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),

totalizando um volume final de 15ul. Apo6s o PCR, para a verificagdo de amplificacdo das

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

prata.
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Em seguida, os produtos foram submetidos a eletroforese capilar utilizando o
sequenciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Um pl do
produto de PCR foi diluido em &gua ultrapura deionizada, numa proporcao que variou de
1:0a1:80 (produto de PCR/agua milliQ). Essa dilui¢do variou baseando-se na intensidade
da banda de amplificacdo no gel de poliacrilamida. Em seguida, 1 pl da diluicdo foi
homogeneizado com 12 pl de formamida e 0,5 pl 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 anélise das corridas, foi utilizado o software
GeneMapper® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A LOH foi calculada
baseando-se na razéo entre o valor da altura do alelo 1 (Al) dividida pela altura do alelo
2 (A2) das amostras de tecido normal e tumoral (VAN HOUTEN et al., 2000) de acordo

com a férmula:

Al + A2 (normal)
Al + A2 (tumor)

Quando havia a presenca dos dois alelos de tamanhos diferentes na amostra
normal, os dois alelos na amostra tumoral, e a proporcéo entre eles estava entre 0,5 e 2,
foi determinado que houve a retencéo do alelo. Os casos em que havia a presenca de dois
alelos na amostra normal, dois alelos na amostra tumoral, mas a propor¢ao 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 presenca 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, 0s casos

em que ndo houve amplificacdo na amostra normal ou na amostra tumoral foram
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considerados inconclusivos. Antes de serem considerados inconclusivos, eram feitas no
minimo trés tentativas de amplificacdo das amostras seguindo o protocolo padronizado
para cada marcador. Quando necesséario, foram feitas as corre¢fes de Stutter. O stutter é
a presenca de picos menores que surgem antes do pico principal (alelo) devido a
problemas de amplificacdo 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 frequéncia de perda alélica (fraction of allelic loss - FAL) foi calculada para
cada amostra e para cada marcador através do numero de l6cus que apresentaram LOH

dividido pelo nimero de lécus 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 verificacdo da sequéncia gendmica de qualquer amostra de DNA. O
sequenciamento direto utiliza corantes fluorescentes para marcar os produtos de extensdo
e requer amostra de DNA, primer de sequenciamento, uma polimerase termo estavel,
desoxinucleotideos (dNTPs), didesoxinucleotideos (ddNTPs) e tampdo combinados em
uma reacdo semelhante a técnica de PCR. Para a realizacdo 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 ndo ser codificante de proteinas),
sendo a sequéncia dos oligonucleotideos, 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 extraido foram primeiramente submetidas a reagdo de PCR

para amplificacdo de cada um dos éxons do gene. As condicBes de ciclagem estdo
descritas de acordo o protocolo da IARC (apéndice 4). Ap6s a amplificacdo, os produtos
foram purificados, utilizando-se o kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), seguindo as orientacdes do
fabricante.
O produto do PCR foi submetido a eletroforese capilar na plataforma ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A andlise visual das sequéncias foi
realizada manualmente por meio do programa Sequence Scanner 2.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), e comparada com a sequéncia genémica base
NC_000017.10 da IARC.

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

Codigo Primer Dire¢dio  Regido Tamanho
IARC amp Prod
P-559 tctcatgcetggatecccact F Exons 2-3 344 bp
P-E3Ri agtcagaggaccaggtectc R
P-329 tgctcttttcacccatctac F Exon 4 353 bp
P-330 atacggccaggcattgaagt R
P-236 tgttcacttgtgccctgact F Exons 5-6 467 bp
P-240 ttaaccecctectcccagaga R
P-333 cttgccacaggtctecccaa F Exon 7 237 bp
P-313 aggggtcagaggcaagcaga R
P-314 ttgggagtagatggagcect F Exons 8-9 445 bp
P-315 agtgttagactggaaacttt R
P-E10LI caattgtaacttgaaccatc F Exon 10 260 bp
P-562 ggatgagaatggaatcctat R
P-ElllLe agaccctctcactcatgtga F Exon 11 245 bp
P-E11Re tgacgcacacctattgcaag R

Legenda: F — foward, R — reverse, bp — pares de base
Apos a andlise visual e comparacdo da sequéncia, todas as alteragdes 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 mutacdes 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 alteragdes j& haviam sido
descritas. Por fim, foi avaliado se a alteracdo encontrada poderia afetar a estabilidade e
funcionalidade da proteina. Para isso, foram utilizadas duas ferramentas online, a
PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) que da escores para os danos da mutagéo
variando de zero a um, (sendo o escore um o pior resultado) e pela SIFT (sift.jcvi.org -

0s escores variam de zero a um, sendo o zero o pior resultado).

4.7 Reacg0es de imunohistoquimica

Para avaliar a expressdo das proteinas p53 e Ki-67, foi realizada técnica de
imunohistoquimica em todas as lesdes de QA e CCEL parafinados. Os fragmentos
histologicos foram submetidos a cortes de 4um em micrétomo manual, em seguida,
aderidos as laminas de vidro polarizadas (StarFrost® Green, Sakura, Japao), para melhor
fixacdo do tecido.

A imunohistoquimica foi realizada manualmente seguindo os procedimentos
padrdo, utilizando os anticorpos p53 (clone DO7, Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca, concentracdo 1:50) e Ki-67 (clone MIB-1 Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca, concentracdo 1:100) (apéndice 3). Para cada anticorpo, controles negativos
(omissdo do anticorpo primario) e positivos (CCE intrabucal, com imunorreatividade
conhecida) foram incluidos em cada experimento.

Foram consideradas positivas as células que exibiram um perfil de
imunolocalizacdo compativel com aquela observada no tecido utilizado como controle

positivo, independentemente da intensidade da coloragdo obtida ao final da reacéo.


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

WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1994).

4.8 Avaliacédo da imunohistoquimica

Os procedimentos de avaliacdo foram realizados inicialmente por um avaliador,
e conferidos posteriormente por um segundo avaliador calibrado com o primeiro, em
momentos diferentes, com microscépio optico (ZEISS), no aumento de 400X. Foram
feitas contagens dos ndcleos celulares marcados das células epiteliais. Os campos foram
obtidos com microscépio de luz com aumento de 400x, sob foco fixo, contendo uma
ocular com reticulo integrador de 100 pontos. Foram selecionados 8 campos
microscopicos para contagem dos marcadores investigados. A contagem se iniciou na
regido de maior marcacao do anticorpo. A contagem desses imunomarcadores considerou
as células epiteliais alteradas localizadas em todo o parénguima da lesdo. Apos contagem
das amostras, foi calculada a porcentagem de células marcadas em relacdo ao total das
contadas no campo. Entéo foi calculada a mediana da porcentagem para cada marcador.
A categorizacdo da marcacao imunohistoquimica 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 expressao

tecidual para os biomarcadores investigados.

4.9 Analise estatistica

Para a verificagdo da associagdo das variaveis categoricas foram realizados os
testes de Qui-quadrado e o teste exato de Fisher (quando aplicavel). Valores de p<0,05
foram considerados significativos. Foi realizada também nas andlises a correcdo de

Bonferroni. A corre¢do de Bonferroni € um procedimento estatistico utilizado quando se



54

realiza comparagdes de multiplas proporcdes para diferentes grupos. A realizacdo de
multiplas comparagdes aumenta as chances de ocorrer erros do tipo I, ou seja, associa¢des
n&o significantes dentro do intervalo de confianga previamente estipulado. A correcdo de
Bonferroni altera o nivel de significancia (p) a fim de evitar erros derivados da multipla
comparacdo. Para as anélises, utilizou-se o software estatistico SPSS versdo 22.0 (SPSS
Inc; Chicago, IL, USA).

Para a realizagdo dos testes, as varidveis foram agrupadas. Para variavel idade,
foram agrupados em abaixo e acima de 45 anos de idade (DE PAULA et al., 2009;
SCULLY; BAGAN, 2009). Para a variavel cor, individuos leucodermas foram
categorizados como pessoas brancas. Os individuos feodermas e melanodermas foram
categorizados como pessoas nao brancas. Na variavel, tamanho da lesdo, na QA, foi
calculada a mediana do tamanho (10mm) e depois, categorizada em acima e abaixo da
mediana da lesdo (DE PAULA et al., 2009; SCULLY; BAGAN, 2009). Para os casos de
CCEL, as lesdes foram agrupadas a partir do estadio TNM. Estadios | e Il foram
considerados iniciais; Il e IV foram considerados como estadios tardios. Sobre os
habitos, tabagista e etilista, foi considerado somente o consumo ou ndo consumo, ja que,
por auséncia de dados, ndo foi possivel avaliar a quantidade ou o tempo de uso. Foi
considerado tabagista ou etilista aquele que fazia uso dessas substancias ha pelo menos
um ano e ndo as utilizava de forma casual.

Todos os dados foram coletados a partir de prontuarios clinicos e quando
possivel, através da entrevista aos pacientes. Grande parte dos dados dos prontuarios
estava preenchida de forma incompleta, e caracteristicas importantes como tempo de
exposicdo a luz solar ou tipo de trabalho (como ou sem exposi¢do solar) ndo eram

abordados, o que é considerado uma limitacéo para este estudo.



55

5 Resultados

Serdo apresentados inicialmente o0s resultados obtidos nos estudos da
imunohistoquimica e da LOH para os 16 casos de QA e 17 CCEL, em separado. Em
seguida, serdo descritos os resultados encontrados nas analises da relacdo entre essas duas
lesbes nos estudos de imunohistoquimica e LOH. E por fim, serdo apresentados 0s
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 Actinica

Entre os 16 casos de QA incluidos no estudo, a maior parte ocorreu em homens
(14/16), a média de idade foi de 55 anos de idade (idade minima 27 anos, maxima, 84,
desvio padrdo, 15), sendo 11 pacientes com a cor da pele branca e 5 pacientes ndo brancos.
Considerando os 9 casos em que se pode avaliar os habitos tabagista e etilista, 4 pacientes
declararam-se como tabagistas e 3 como etilistas, sendo que ambos os habitos
concomitantemente foram declarados em 2/9 casos. Todas as lesbes acometiam o labio
inferior, podendo ou ndo se estender para a comissura labial. Com relacdo a dimensao
clinica da leséo, 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 clinicos dos pacientes de QA do estudo (N= 16)

Corda Habito Héabito Dimensao
Caso Género Idade pele Tabagista Etilista clinica

#1 M 44 B N N 5 mm
#2 M 40 B - 9mm
#3 M 56 B N S 15 mm
#4 M 56 NB S S 10 mm
#5 M 68 NB S S 5mm
#6 M 54 B - - 5mm
#7 M 38 B N N 7 mm
#8 M 80 NB - - 20 mm
#9 M 46 NB - - 9mm
#10 M - B - - 30 mm
#11 M 63 B N N 9mm
#12 F 54 B S N 20 mm
#13 F 27 B N N 3mm
#14 M 56 NB - - 9mm
#15 M 84 B - - 9mm
#16 M 62 B S N 10 mm

Legenda: M — Masculino, F — Feminino, B — Branco, NB — N&o Branco — S — Sim, N — Ndo, mm —
milimetros.

5.1.2 Andlise da Imunohistoquimica

Realizou-se a técnica de imunohistoquimica para as proteinas p53 e Ki-67 nas 16
amostras de QA. Os resultados mostraram frequente positividade das células para a
proteina p53 (tabela 3), sendo que 12/16 (75%) amostras mostraram positividade superior
a 10% das células para o marcador. J& para a proteina Ki-67, cinco amostras (31,3%)
tiveram positividade acima de 10% das células epiteliais. Somente uma amostra dos 16
casos ndo apresentou reatividade para os marcadores. Entretanto, o controle positivo da

reacao funcionou em ambos os marcadores.
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Tabela 3: Positividade das células imunomarcadas para p53 e Ki-67 nos casos de QA

do estudo (N=16)

NR — Ndo reativo

Caso
#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12
#13
#14
#15
#16

% p53

6,0

46,0
50,0
40,0
78,0
73,0
5,0

57,0
48,0
77,0
50

74,0
33,0
77,0
20,0
NR

%Ki67
35,0
1,0
25,0
1,0
5,0
5,0
5,0
2,0
22,0
68,0
5,0
1,0
5,0
75,0
2,0
NR

5.1.3 Dados Moleculares da LOH nos casos de Queilite Actinica

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 0s

casos 1 e 9 foram os que apresentaram maior frequéncia 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%.
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Tabela 4: Dados dos marcardores utilizados para analisar a LOH nas amostras de

QA

AFM23

Lesio Caso P53 ‘goor®®  D9S267  D9SI7TL  DYSIS7T  DIS162
QA #1 e A ° m] m| o)
QA # O o} o} o ° A
QA #3 O o) 0 A o o}
QA # O o) ° m| A o
QA # O o} A m| o} o}
QA # O o} o} o ° o}
QA #1 O o o} o} o} o}
QA #8 A o o} o o} A
QA #9 e o ° o A o}
QA #l0 A o} ° ° o} m]
QA #l1 A o) o} o} A °
QA #12 O o) o} m| m| o
QA #13 e ° 0 o} m| o)
QA #l4 O ° 0 o} o} o)
QA #15 O o) o} o} o} A
QA #16 O Q 0 m] o} e}

(o) Retengdo Alélica; (o) Homozigoto (e) LOH ; (A ) Inconclusivo

O gréafico 1 mostra os dados da frequéncia de perda alélica por marcador,

separados pelas regibes cromossdmicas. Os resultados mostraram que a LOH esteve

presente em todas as regides 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).

Gréfico 1: Frequéncia de perda alélica dos marcadores nos casos de QA
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Para verificar se a LOH na QA teria alguma associagdo com os fatores
clinicopatoldgicos do paciente, foi realizado o teste estatistico do qui-quadrado com
correcdo exata de Fisher. Para a realizagéo dos testes, a LOH foi organizada de trés formas
diferentes.

Inicialmente, analisou-se, para cada paciente, entre os casos informativos, se havia
ou ndo perda em pelo ao menos um dos seis marcadores estudados. Em nove dos 16 casos,
houve perda de pelo menos um marcador. Apoés isso, a variavel foi categorizada em LOH
e ndo LOH.

Para a segunda analise, novamente os casos foram categorizados em LOH e néo
LOH, agora somente para o cromossomo 9. Sete casos (43,8%) apresentaram LOH em
algum marcador do cromossomo 9.

Para a terceira analise, foi realizada a mesma analise para o cromossomo 17.
Quatro casos apresentaram LOH para o cromossomo 17. O consolidado dos resultados é

apresentado na Tabela 05.



60

Tabela 5: Resultados da LOH comparados com caracteristicas clinicas.

Caracteristicas
Idade
Abaixo de 45 anos
Acima de 45 anos

Cor
Branco
Né&o Branco

Tamanho
LesOes até 10 mm
LesBes acima de 10mm

Héabito Tabagista
Ausente
Presente

Habito Etilista
Ausente
Presente

Positividade para p53 (1)
Até 10% das células
Acima de 10% das células

Positividade para p53 (2)
Até 72% marcacdo
Acima de 72% marcacdo

Positividade para o Ki-67
1)
Até 10% das células
Acima de 10% das células

Positividade para o Ki-67
(2)
Até 5% das células
Acima de 5% das células

LOH total
Néao Sim

2 (50,0%) 2 (50,0%)
5 (45,5%) 6 (54,5%)
6 (54,5%) 5 (45,5%)
1 (20%) 4 (80%)
4 (40%) 6 (60%)
3 (50%) 3 (50%)
2 (40%) 3 (60%)
3 (75%) 1 (25%)
4 (66,7%) 2 (33,3%)
1 (33,3%) 2 (66,7%)
1 (33,3%) 2 (66,7%)
5 (41,7%) 7 (58,3%)
4 (40%) 6 (60%)
2 (40%) 3 (60%)
5 (50%) 5 (50%)
1 (20%) 4 (80%)
5 (50%) 5 (50%)
1 (20%) 4 (80%)

p
0,66

23

o

0.54

0.35

0.40

0.65

0.70

0.29

0.29

LOH cromossomo 9

Néao
2 (50,0%)
7 (63,6%)

8 (72,7%)
1 (20%)

5 (50%)
4 (66,7%)

4 (80%)
3 (75%)

2 (66,7%)
5 (83,3%)

1 (33,3%)
7 (58,3%)

5 (50%)
3 (60%)

6 (60%)
2 (40%)

6 (60%)
2 (40%)

Sim
2 (50,0%)
4 (36,4%)

3 (27,3%)
4 (80%)

5 (50%)
2 (33,3%)

1 (20%)
1 (25%)

1 (33,3%)
1 (16,7%)

2 (66,7%)
5 (41,7%)

5 (50%)
2 (40%)

4 (40%)
3 (60%)

4 (40%)
3 (60%)

P

0.53

0.07

0.45

0.72

0.58

0.44

0.57

0.42

0.42

LOH cromossomo 17

Néao Sim
3(75%)  1(25%)
8(72,7%)  3(27,3%)
8(72,7%)  3(27,3%)
4(80%)  1(20%)
8(80%) 2(20%)
4(66,7%) 2(33,3%)
2(40%) 3(60%)
4(100%) 0(0%)
4(66,7%)  2(33,3%)
2(66,7%)  1(33,3%)
2(66,7%) 1(33,3%)
9(75%)  3(25%)
7(70%) 3(30%)
4(80%)  1(20%)
9(90%)  1(10%)
2(40%)  3(60%)
9(90%) 1(10%)
2(40%) 3(60%)

0.72

0.63

0.48

0.11

0.76

0.63

0.59

0.77

0.77

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) Categorizagdo da expressdo imunohistoquimica de acordo a porcentagem de células
positivas. (cutt-off) em 10%
(2) Categorizacdo da expressdo imunohistoquimica de acordo a mediana da porcentagem

contagem.
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Os resultados da tabela 5 demonstraram ndo haver associagdo estatisticamente
significativa entre nenhuma das varidveis clinico patoldgicas estudadas e as regides
cromossomicas estudadas. Por fim, foi realizado o teste do qui-quadrado para cada
marcador versus as varidveis clinicopatolégicas. Nao foi encontrado nenhuma diferenca

estatisticamente significante entre os dados (dados ndo mostrados).

5.2 Carcinoma de células escamosas de labio

Para a avaliacdo da LOH em CCEL foram analisados 17 casos, sendo 16 homens
e uma mulher, com média de idade de 65 anos (idade minima 30, maxima 92, desvio
padrdo de 17,9).

Foram seis pacientes brancos e 11 pacientes ndo brancos. Com relacdo ao
estadiamento clinico da lesdo (TNM), 64,7% (n=11) dos individuos estavam nos estagios
iniciais da doenca (I e 1), 29,4% (n-5) ja apresentavam metastase regional (n+), com
linfonodos palpaveis na regido cervical, ao exame clinico inicial.

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

individuos eram etilistas.

5.2.2 Andlise da Imunohistoquimica

Realizou-se imunohistoquimica para os marcadores p53 e Ki-67 nas amostras de
CCEL (figura 8). Foram excluidos quatro e cinco casos das proteinas p53 e Ki-67,
respectivamente, em virtude da ndo reatividade do tecido ou quantidade insuficiente de
material para andlise imunohistoquimica. Todos os casos de CCEL, para a p53,
apresentaram positividade superior a 10 % das células. Ja para o Ki-67, 8 casos (66,7%)

apresentaram positividade acima de 10% das células. A seguir, na tabela 6, é possivel
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observar o consolidado dos resultados demograficos, clinicopatolégicos e de

imunohistoquimica dos pacientes estudados.

Figura 6: Expressdo imunohistoquimica das proteinas p53 e Ki-67 em CCEL: Na
imagem A é possivel observar a imunoexpressao da proteina p53. Ja na imagem B esta

a expressdo da proteina Ki-67.

Tabela 6: Dados clinicos e imunohistoquimicos e demogréaficos dos casos de CCEL

Cor da Hébito Hébito %P53 % Ki-67
Paciente Género Idade pele Tabagista  Etilista TNM
#1 M 89 B S N T3N2mo 97,0 67,0
#2 M 44 B N N TiNomo  NR NR
#3 M 92 NB S N Tanimo  NR NR
#4 M 30 NB S N T2NoMo 740 50
#5 M 77 NB S N TiNOMO 720 75,0
#6 M 61 NB S N TiNomo 682 5,0
#7 M 56 NB N S T2NoMo /6.0 10
#8 M 58 NB S S Ta3Nomo 48,0 10
#9 M 83 B S S TiNomo  NR NR
#10 M 78 B S N TiNomo 77,0 75,0
#11 M 60 NB S N Tanamx 960 96,0
#12 M 71 NB s s T3NimMo 860 730
#13 F 52 NB S N T2nomo 64,0 49,0
#14 M 59 NB s N T4N2mo 890 800
#15 M 88 B S N TiNomo 800 NR
#16 M 58 NB S N T2nomo  NR NR
#17 M 41 B N N T2NOMo 78,0 83,0

M — Masculino, F — Feminino, B — Branco, NB — Ndo Branco — S — Sim, N — Ndo NR — Nao Reativo, -
Dados ausentes.
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A tabela 7 apresenta o consolidado dos resultados encontrados para a LOH nos

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

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

0 cromossomo 17p, 11 casos apresentaram LOH para essa regido cromossémica.

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

quantidade de marcadores com LOH, estando ela presente em trés 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.

Lesdo

CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL
CCEL

Caso

#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12
#13
#14
#15
#16
#17

P53

abaocepP>OUO0OCeOOIOCOOD

AFM23
8WF2

ONON NORONCNONONE NORN NONN NONON I

D9S287

aprpQooonoocoocuanaoceO0nn O

D9S171

b Eu EuEEE N NONORE uNON NONONG)

D9S157

QO eQeedJeeell0ee O

D9S162

mpupu i Ny an NORN NON NONONONN Y Ju )

(o) Heterozigoto; (0) Homozigoto () LOH ; (A ) Andlise 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
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validos. Os dados da FAL estdo representados no grafico 03. J& a figura 6 demonstra

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

Grafico 2: Frequéncia de perda alélica dos marcadores nos casos de CCEL

70% 66,60%
60%
50%

40% 30% 33,30%
0, 0,
30% 25% 21,42%

20%

h 11, 10%
10%
0%

AFM238 D9S287 D9S171 D9S157 DO9S162

Cromossomo 17 Cromossomo 9
A 8 c
1
Normal | ‘ Normal Normal
1 2 12 1 2
| |
Tumor Tumor Tumor

Figura 7: Exemplos representativos de LOH em CCEL: DNA de amostras de tumor
mostrou perda do alelo longo em comparacdo 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 associagdo com fatores
clinicopatoldgicos do individuo, realizou-se o teste estatistico 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 clinicopatologicos dos pacientes
portadores de CCEL. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas

entre os fatores clinico-patoldgicos e a LOH (apéndice 5).

5.3 Comparagcdes dos resultados de QA e CCEL

Para a comparag&o dos resultados da QA e CCEL, foi realizado o teste estatistico
do qui-quadrado (p<0.05) para as varidveis clinicopatoldgicas e de LOH. Os resultados
sé&o mostrados nas tabelas 8 e 9.

A tabela 8 apresenta os resultados encontrados para essa comparac¢ao. N&o foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes para nenhuma das variaveis
avaliadas. A tabela também apresenta os resultados do percentual de marcagdo
imunohistoquimica de ambas as lesbes, ndo havendo novamente diferencas
estatisticamente significantes.

Tabela 8: Teste do qui-quadrado para as caracteristicas clinicopatologicas e
imunohistoquimica dos pacientes de CCEL e QA.

Caracteristicas LOH total P
Queilite Actinica, CCEL,
N (%) N (%)
Habito Tabagista
Ausente 5 (55,6%) 3 (17,3%) 0.06
Presente 4 (44,4%) 14 (82,4%)
Habito 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%)

LOH total: LOH em pelo menos um marcador
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O grafico 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 correcdo de Bonferroni. A LOH apresentou-se como um evento mais presente nas
lesbes neoplasicas (88% - CCEL) quando comparada com as lesdes cancerizaveis (56,3%
- QA), essa diferenca porém, quando aplicada a correcdo, ndo é estatisticamente
significativa (valor de p da diferenca é igual a 0,04, porém o nivel de significancia do
teste vai para 0,001 quando aplicada a correcdo). Observou-se também uma diferenca
para 0 marcador D9S157 (p < 0.05), sendo essa perda numericamente mais presente
novamente nos casos de CCEL. Mais uma vez, quando aplicada a correcéo, esse valor
ndo é estatisticamente significativo (p = 0,04). Assim, os resultados mostraram que a
perda nessa regido (9p21) € mais frequente nos casos de carcinoma (66,7%), quando
comparados com os casos de QA (22,2%).

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

comparados entre as lesdes de QA e CCEL.

Marcador D9S162 A

Marcador D9S157 A F ®

Marcador D9S171 A I L

Marcador D9S287 A

Marcador AFM238FW 1

Marcador P53 1

LOHCromossomo 17 1 i :-

LOHCromossomo 9

LOH Total 1 I

N N N RS
Odds ratio

LOH total: LOH em pelo aoc menos um marcador, LOH cromossomo 9: LOH em pelo a0 menos um
marcador do cromossomo 9, LOH cromossomo 17: LOH em pelo ao menos um marcador do cromossomo
17, Valor de significancia do teste = (0,001), pardmetro de referéncia do teste — QA.
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Para comparar se existiam diferencgas entre a FAL das lesdes, foi realizado o teste
ndo paramétrico Mann Whitney. Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre
as lesdes (mediana da FAL para QA = 22,5%; mediana da FAL para CCEL = 33%, p. =
0,16).

5.4 Resultados do sequenciamento dos Exons do P53

5.4.1 Amostras congeladas

Foram utilizadas 5 amostras congeladas de CCEL para a realizacdo do
sequenciamento génico 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 ndo branco. Dois pacientes eram tabagistas enquanto trés
deles eram etilistas casuais.

Nas amostras 2 e 3 todos os éxons puderam ser avaliados, entretanto, nas amostras
1, 4 e 5, nem todos 0s éxons puderam ser sequenciados por erros ocorridos nas reacdes
da PCR (Tabela 9). Para a nomeacgdo das mutagdes, 0s nimeros dos nucleotideos refletem
a posicdo no cDNA com +1 correspondendo ao A do ATG do cédon iniciador da traducao
na sequéncia referéncia 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 v v v v v

4 v v v X v
5_6 v v v v v

7 X v v v v
8-90 v v v v X

10 4 v v v X

11 v v v v v

v, Sequenciamento realizado; X, Sequenciamento nao realizado por erro na reacao de PCR.
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Foram encontradas cinco mutagdes j& descritas em regides exénicas, sendo duas
silenciosas, duas missenses e uma nonsense. Foi encontrada uma mutagdo do tipo
missense, no éxon 4 em 4 amostras, (¢.215C>G - rs1042522), heterozigoto, que levou a
uma troca de aminoacidos ndo conservativa (p. P72R) (figura 7). O possivel impacto
dessa substituicdo na estabilidade e funcionalidade da proteina foi predita como benigna
pelo PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0.083) e toleravel pelo SIFT
(sift.jevi.org) (score 0.17). De acordo o banco de dados do NCBI (dbSNP) essa alteracao

tem um significado clinico incerto.

gl i

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 esta em destaque.

Encontramos uma missense heterozigota no exon 7 da amostra 4
(c.741_742CC>TT), que era uma substituicdo dupla de bases que levou a uma troca do
aminoacido Arginina pelo Triptofano (p. R248W). O possivel impacto dessa substitui¢éo
na estabilidade e funcionalidade da proteina foi predita como danosa pelos softwares
PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 1,0) e SIFT (sift.jcvi.org) (score 0).
Uma mutacdo nonsense gerando um cédon de parada prematuro tipo stop-codon
(c.1024C>T) foi encontrada no éxon 10 na amostra 2, sendo sua predi¢do na proteina

considerada danosa pelo SIFT (score 0.01). As mutagdes 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 transcri¢do dos aminoécidos leucina (p.L257L) e fenilalanina (p.F341F),
respectivamente. Além disso, encontramos trés SNPs, sendo dois localizados em regides
intrénicas de todas as amostras dos éxons 2 — 3 (¢.74+38C>G) e no intron das amostras
2 e 3 do éxon 7 (c.782+59T>G). Um outro SNP, de localizacdo na regido codificadora,
€.215C>G também esteve presente em todas as amostras. Os resultados obtidos estéo
sumarizados na Tabela 10 abaixo.

Tabela 10: Mutacgdes e SNPs do gene TP53 encontrados nos carcinomas de células
escamosas de labio

Mutacédo Localizagdo Efeito Predicéo Amostra#

C.771G>A Exon 7 Silenciosa _ 3

€.741 742CC>TT | Exon7 Missense | Danosa (Polyphen e SIFT) 4
€.1023C>T Exon 10 Silenciosa _ 2
€.1024C>T Exon 10 Nonsense | Danosa (SIFT) 2

SNPs

€.215C>G Exon 4 Missense | Benigna (Polyphen); Toleravel (SIFT) | 1,2,3,5
C.74+38C>T Exon2 -3 | Intrbnico _ 1,2,345
C.782+59T>G Exon 7 Intrdnico _ 2,3

5.4.2 Amostras em parafina

Inicialmente, foram feitas tentativas para que todas as amostras de parafina que
foram incluidas no estudo de LOH, pudessem ser sequenciadas para 0s éxons 5-6, 7 e 8-
9 (éxons com maior concentracao de mutacdo). Entretanto, por quantidade insuficiente
de DNA, ou por erros nas reacdes de amplificacdo dos éxons, nem todas as amostras
puderam ser avaliadas para 0s cinco éxons acima descritos. Os resultados encontrados

serdo descritos a seguir para cada um dos éxons avaliados.
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e Exon5-6

Foram 9 amostras analisadas, sendo que seis eram de CCEL e trés eram de QA. Né&o
foram encontradas alteracdes nas regides exdmicas ou intrdnicas nos exons 5-6 dessas

amostras.

e Exon7

Ao todo, 18 amostras foram avaliadas (8 de CCEL e 10 de QA). A amostra #4 de
QA apresentou uma mutacdo do tipo missense (c.673G>A), que levou a uma troca de
aminoacidos ndo conservativa (p.V225l). O possivel impacto dessa substituicdo na
estabilidade e funcionalidade da proteina 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 mutacdo do tipo missense (c.729G>A),
levando a uma troca de aminoacidos ndo conservativa (p.M243l). Essa substituicdo é
possivelmente danosa para a proteina segundo PolyPhen-2
(genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0,99) e SIFT (sift.jcvi.org) (score 0).

Considerando as regifes intronicas flanqueadas no éxon 7, todas as 18 amostras
apresentaram um polimorfismo intrénico silencioso (c.782+59T>G) ja descrito e
validado (rs 1642786), além de algumas amostras exibirem mutaces intronicas ainda ndo
descritas nos principais bancos de dados de mutacGes genéticas existentes (IARC,
COSMIC e 1000 GENOMES).

Dentre essas mutacfes, mutacdo pontual do tipo transversdo (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 mutacbes pontuais do tipo
transversdo foram encontradas também nas amostras #5 e #12 de QA na regido

C.782+54T>A, na amostra #4 de QA (c.782+33C>A) e na amostra #10 na posi¢édo
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€.782+31G>A. Nenhuma dessas alteracfes estavam descritas nos principais bancos de
dados de mutacdes gendmicas existentes.

e Exon8-9

Ao todo, 10 amostras foram analisadas (cinco de CCEL e cinco de QA). N&do foram
encontradas alteracBes nos introns dessas amostras, entretanto, houve uma variagéo na
regido codificante do éxon 8 — 9 da amostra #4 de CCEL. Essa amostra apresentou uma
mutacédo do tipo missense (c.894G>T), (p.E298D), sendo essa substituigdo considerada
como benigna pelo PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0) e toleravel
pelo SIFT (sift.jcvi.org) (score 0,21).

A figura 10 demonstra a localizacdo de todas as mutagcdes encontradas nos éxons

do TP53, do presente estudo.
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Figura 9: Localizagdo das mutagdes 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

o | Exon 89
%) Exon 7

Exon56 [[|11{]
" P53
o [AFm23swWE2| [ [ ||| B
S| D9s287
S [ Dosi71
‘25 D9S157

D9S162
o ki-67
= p53
S |_*Tamanho
c ldade
O Género

Casos

Caracteristicas

Cor

Caracteristicas

Masculino

Ki-67 — Até 5%

Feminino

Até 45 anos

Acima de 45 anos

Até 10 mm /Tl e Tl

Acima de 10mm / Tlll e TIV

p53 — Até 10%

P53 — Acima de 10%

O tamanho se refere, nos casos de QA, as lesdes em mm. Nos casos de CCEL estdo
relacionados com o T (tamanho tumoral) do estadiamento TNM. Os quadrados em

branco sdo dados perdidos.

Ki-67 — Acima de 5%

LOH

Heterozigoto

Homozigoto

Sequéncia Normal

Alteracdo Intronica

Alteraco Intronica e Exémica




73

6 Discussao

A presenca de LOH nos cromossomos 9 e 17 tem sido amplamente investigada em
varios canceres humanos e leses cancerizaveis, 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 caracterizacao
genémica durante a progressdo tumoral em varios tipos de cancer, incluindo os canceres
de pele (CCE, carcinoma basocelular — CBC e o melanoma) (CABRAL et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2004). Nao foram encontrados trabalhos na literatura que avaliassem a
LOH nas regides 9p, 9q e 17p de QA e de CCEL. Portanto, para comparacdo durante a
discussao, serdo utilizados resultados encontrados na literatura de CCE e CBC de pele,
ceratose actinica de pele e CCE intrabucal.

Em carcinomas escamosas de cabeca e pescoco, 73% dos pacientes com
constituicdo alélica heterozigotos demonstram LOH na regido 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 regido cromossdmica 9p21 + 22. No estudo de Mahale
(2000) com CCE intrabucal induzido por habito de mascar fumo, a LOH nessa regiao
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 progressao de
leucoplasia bucal (lesdo cancerizavel intrabucal) para o CCE intrabucal. Varios estudos
demonstraram que a LOH na regido 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 regido 9p pode
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aumentar em 22,6 vezes o risco da transformagdo maligna em CCE intrabucal (ZHANG,
L.etal., 2012).

Vaérios estudos demonstram que a LOH na regido 9p para os tumores de pele,
associado com a perda ou inativacdo do gene CDKN2A parecem estar envolvidos no
processo da transformagdo maligna desses tumores. A média da FAL desses tumores foi
de 52% em pelo menos um marcador microssatélite da regido 9p (HAPPLE, 1999;
KUSHIDA; MIKI; OHMORI, 1999; SARIDAKI et al., 2003). Porém estudos que
tentaram relacionar a LOH dessa regido na progressdo de ceratose actinica (lesdo
cancerizavel de pele) para o CCE de pele apresentam dados conflitantes na literatura
(HAPPLE, 1999; KUSHIDA etal., 1999; SARIDAKI et al., 2003).

No presente estudo, a LOH na regido 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 alteracdes nessa regido podem fazer parte do processo da iniciagdo e/ou
progressdo tumoral nos céanceres de labio. Ndo foram observadas, porém, diferencas
estatisticas entre as duas leses, nem feito um estudo de progressao 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 0s casos de
ceratose actinica de pele de 20%. No presente estudo, os resultados encontrados foram de
33% e 10% respectivamente. Para 0 marcador D9S171, a FAL encontrada também foi
bem proxima 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
possivel observar que a LOH nessa regido 9p21 é variavel, dependendo do tipo do estudo
conduzido e dos marcadores utilizados para essa regido. Outro fator importante é que
existem diferentes técnicas da avaliacdo da LOH, sendo que a que foi utilizada nesse

presente estudo é uma das mais especificas. Além disso, ndo foi possivel estabelecer que
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0 acumulo de LOH em QA seria suficiente para a progressdo destas ao CCEL, j& que a
porcentagem de LOH na regido 9p21 para ambas as les6es foi proxima. Porém, é possivel
inferir que a LOH nessa regido é um evento presente tanto no CCEL quanto na QA.

O gene PTCH, homdélogo humano do gene supressor de tumor PTC, foi descrito e
mapeado no cromossomo 9q922.3-g-31 (HAHN et al., 1996; JOHNSON et al., 1996) na
mesma regido onde o lécus da sindrome do carcinoma nevoide de células basais (Nevoid
Basal Cell Carcinoma Syndrome - NBCCS) foi também mapeado. O gene PTCH pode
desempenhar uma funcdo relevante na patogénese de outros tipos de tumores. Varios
estudos recentes demonstraram que a presenca de muta¢es no PTCH dos pacientes com
NBCCS esta presente também em tumores esporadicos como carcinoma de células basais.
Como um dos principais fatores etiol6gicos do NBCCS é também a radiacdo UV, é
possivel que os pacientes portadores de CCEL possuam alteracdes moleculares no I6cus
deste gene (FARIAS et al.,, 2012; GAILANI et al.,, 1996; HAHN et al., 1996;
JOHNSON et al., 1996). Em seu estudo, Cabral (2011) utilizou varios marcadores de
microssatélite das regides 6p e 9922 em 8 casos de ceratose actinica e 24 CCE de pele.
Entre os marcadores, foi utilizado o D9S287, marcador proximo a regido do PTCH, tendo
sido esse mesmo marcador utilizado também em nosso estudo. Os resultados mostraram
que a LOH nessa regido foi incomum para ambas as lesdes, sendo detectada somente em
um caso de ceratose actinica (CABRAL et al., 2011). Em um estudo que avaliou a LOH
em canceres de pele (CCE, CBC e melanoma) a LOH na regido 9921-g22 esteve presente.
As maiores taxas de LOH em 9q, 9p e 17q foram encontrados em ceratose actinica, ao
invés de em CCEs invasivos (KANELLOU et al., 2008). No presente estudo, apesar de
ndo 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, alteragdes

nessa regido poderiam representar um evento inicial da transformacéo da mucosa normal
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em QA, porém, apo6s essa transformacdo, essas alteracdes ndo influenciariam o processo
da carcinogénese.

Na regido cromossémica 17p13.1, além do marcador para a regido do gene TP53,
encontra-se outro marcador de microssatélite, 0 AFM238WF2. Este € um marcador para
0 locus CHRNBL1 que se encontra proximo a regido do TP53. Varios estudos que
avaliaram essas regides em ceratose actinica de pele demonstraram ser comum a LOH
nessas regides, fato que ndo ocorre com tanta frequéncia nos casos de CCE de pele
(CABRAL etal., 2011; KUSHIDA etal., 1999). Por exemplo, a LOH do TP53 no locus
17p13.1 é um evento precoce na evolucdo do tumor e é consistente com a transicao de
QA para os CCE de pele. No presente estudo, as taxas de LOH nessa regido foram
parecidas nas duas lesdes (25% para a QA e 29% para 0 CCEL) mostrando ser também
uma regido alterada nesses casos.

Em estudos de LOH comparando as leucoplasias bucais aos CCE intrabucais, 0s
autores afirmam que o aumento de LOH pode estar relacionado com o aumento da
transformacdo maligna, independentemente da graduacao histopatoldgica 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 0s grupos, apesar da diferenca numérica ser consideravel (88% x 56,3%) Também
ndo houve associacdo estatistica entre nenhuma das variaveis clinicopatoldgicas,
mostrando que a LOH dessas regides pode ser um evento independente. No presente
estudo, vale destacar que dados fundamentais para a avaliacdo da exposi¢édo solar, como
tipo de trabalho, tempo de exposicao diaria, e uso de protetores solares ndo eram incluidos
nas fichas clinicas dos pacientes ou apresentavam dados incompletos. Esses dados
poderiam ter sido importantes para uma possivel associagdo da LOH com as

caracteristicas clinicas do paciente.
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E importante frisar que todos os marcadores estudados neste presente trabalho, s&o
marcadores intergénicos (nas regides de microssatélite), e a LOH dessas regides pode ndo
significar, necessariamente, a inativacdo ou a modificagdo dos genes supressores de
tumor codificados nessas regides. Porém, essa identificacdo pode ajudar no entendimento
do mecanismo de formacéo de tumores, podendo, no futuro, facilitar o desenvolvimento
de marcadores de progndstico genético e de alvos terapéuticos dessas lesoes.

Foram também avaliadas as proteinas p53 e Ki-67. A imunodetecc¢éo da proteina
p53 pode refletir um processo de instabilidade celular funcional. Além disso, o acimulo
da p53 pode indicar a presenca de proliferacdo de células com danos no DNA (COX,
2012). CROSTHWAITE et al., em 1995, estudaram, através da imunohistoquimica, a
expressdo da proteina p53 em 5 amostras de CCEL, QA, candidiase hiperplasica cronica
e liquen plano, todos localizados no labio. Todos os casos de CCEL e QA foram positivos
para a p53. Diante desses dados, os autores sugeriram que a alta expresséo da p53 poderia
ser considerada como evento inicial na patogenia do cancer de labio e que as células
marcadas positivamente para p53 estariam relacionadas com a formacdo de tumores
malignos (CROSTHWAITE et al., 1996). A deteccdo da p53 vem sendo bastante
estudada ndo sé em lesGes malignas, como também nas lesdes precursoras, no intuito de
prever a evolucdo e o comportamento dessas alteracdes o que € considerado por alguns
autores como um bom fator progndstico para essas lesées (CROSTHWAITE et al., 1996;
CRUZ et al., 2000; DE PAULA etal., 2009; SHIN et al., 1994; SOUZA etal., 2011).

No estudo de Balassiano (2004), sobre a expressdo da p53 e do Ki-67 em QA e
CCEL, todos os casos foram positivos para a marcacdo de ambas proteinas (sendo
considerados positivos 0s casos que expressaram a proteina em mais de 10% das células
alteradas). O presente estudo, apesar de ndo ter associagdo da imunodeteccdo da p53 com

a LOH, percebe ou revela que a grande maioria dos casos apresentava uma marcagao
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acima de 75% dos nucleos celulares com a p53, tanto nos casos de CCEL, quanto de QA,
0 que pode demonstrar uma resposta ao dano genético irreversivel (BALASSIANO,
2004).

A imunopositividade do Ki-67 demonstra uma alta atividade de proliferacéo
tumoral nos casos estudados. Estudos mostram que essa alta atividade pode estar
relacionada a um comportamento mais agressivo dos tumores e a caracterizacdo de
diversas neoplasias, como carcinoma de pulmao, mama, cabeca e pescoco (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 expressdo do Ki-67 (85% dos casos)
(BALASSIANO, 2004). No presente estudo, ndo houve associacao estatistica significante
entre a marcagao positiva dessa proteina e a LOH dos casos. Porém, foi demonstrada uma
alta atividade proliferativa, tanto nos casos de CCEL, quanto nos casos de QA,
demonstrando a provavel instabilidade genética desses tumores e revelando o alto indice
proliferativo em todas as lesdes estudadas.

O gene supressor tumoral TP53 é 0 gene mais frequentemente mutado em canceres
humanos. Embora a frequéncia de mutacdes em TP53 na literatura varie entre 10 a 85 %
(LAM, 1995) dependendo da lesdo, na maioria das publicagdes, o indice de mutacGes é
de aproximadamente 50 % (GIBBONS; BYERS; KURIE, 2014; LI, X.-L. et al., 2015;
PETITJEAN et al., 2007). A maioria das variacfes genéticas em TP53 encontradas no
presente estudo foram alteracOes intronicas, ou silenciosas, sendo que algumas delas ndo
foram descritas ainda na literatura. Além disso, a grande maioria das amostras mostraram
alteracdes de trocas de base nas regides intronicas que flaqueiam os éxons. Mutagdes
somaticas, em regides ndo codificadoras, sdo frequentes, entretanto pouco se sabe como
variagOes ndo codificantes afetam o desenvolvimento do céncer (WEINHOLD et al.,

2014). No presente estudo, foram encontradas oito mutagdes intronicas, sendo que
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somente trés ja foram descritas na literatura. E descrito que a maioria dos polimorfismos
de TP53 ocorre em introns, sendo a consequéncia funcional da maior parte dos
polimorfismos em uma Unica base (Single Nucleotide Polymorphism — SNPs) nessa
regido ainda desconhecida. Embora de localizagdo nédo intronica, o SNP mais
extensivamente estudado no TP53 é uma variacdo G / C na segunda posicéo do codon 72
no éxon 4, que leva a uma troca de aminoacidos (Arg72 Pro72) ou variantes da proteina
(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 regido, apresentaram esse polimorfismo genético da troca da
Prolina pela Arginina (c.215C>G - rs1042522), (p. P72R).

Diferencas étnicas acentuadas sdo 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
residuo 72, embora néo conservado, esta localizado dentro de uma regido rica em Prolina
e pode afetar a estrutura do dominio SH3 de ligagdo pontual da p53. Diferencas funcionais
tém sido relatadas entre as variantes Arg72 e Pro72. Arg72 demonstrou ser mais eficaz
na inducdo 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 exportagédo nuclear e localizagdo mitocondrial (DUMONT
et al., 2003). Em contraste, a variante Pro72 foi descrita como mais eficaz na indugdo da
paragem do ciclo celular (PIM; BANKS, 2004) e na reparacdo do DNA (SIDDIQUE;
SABAPATHY, 2006). Para avaliar o impacto desse SNP em tumores avangados de CCE
do trato aerodigestivo superior, 0 estudo de Sullivan (2004) mostrou que pacientes
portadores da variante Arg72 tiveram uma resposta melhor a quimioterapia do que as que

possuiam a variante selvagem Pro72 (SULLIVAN et al., 2004). Assim, o0s estudos tém
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tentado usar o SNP72 como fator prognostico, entretanto, ndo ha consenso na literatura
quanto ao real valor prognostico ou significado desse SNP (KOCHETHU et al., 2006;
PETITJEAN et al., 2007; XU et al., 2005).

Mutacdes nonsense levam a uma parada da leitura do RNAm, alterando estrutura e
a funcdo da proteina, gerando muitas vezes a inativacdo da mesma. Em sintese, a
inativacdo da proteina pode levar ao aumento da proliferacdo, instabilidade genémica e
perda de importantes mecanismos de controle do ciclo celular (LANE, 1992). No presente
estudo, foi encontrada uma alteracdo nonsense, no éxon 10, no cdédon 342 que foi predita
como danosa. Essa mesma alteracdo ja 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 mutacGes da IARC, o cddon 342 é uma regido pouco frequente da
ocorréncia de mutagdes.

MutacgOes silenciosas, embora presentes em regides codificantes do gene, sdo
categorizadas como um evento “passenger”’, ou mutagdes passageiras, uma vez que elas
ndo modificam a sequéncia proteica, sendo portanto, consideradas funcionalmente
irrelevantes, assim como as mutagdes intronicas (WEINHOLD et al., 2014). No presente
trabalho, foram encontradas duas mutagfes silenciosas descritas na literatura, nas
amostras congeladas de CCEL. E embora seu significado ndo seja claro, recentemente,
tem sido proposto que mutacdes silenciosas poderiam afetar o tempo de traducdo do
RNAmMm, e conduzir a um processamento aberrante, o que resultaria num RNAm alterado,
afetando assim a expressédo do gene (SUPEK et al., 2014).

As alteracdes em TP53 mais frequentes em canceres humanos séo substituicoes de
nucleotideo Unico que levam a producgéo de uma proteina mutante que difere da proteina
de tipo selvagem por um aminoacido (mutacdes missense). Ao todo, no presente estudo

foram encontradas cinco mutacdes do tipo missense, tanto em amostras de CCEL quanto
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de QA. Parte dessas mutacdes encontradas foi predita como danosa, o que indica que a
estabilidade da proteina pode estar sendo afetada, alterando assim a sua fungdo e
capacidade de ligacdo. Os achados da imunohistoquimica mostraram, na maior parte dos
casos de parafina, uma expressdo positiva em mais de 10% das células marcadas para o
clone mutado do p53, indicando que sua funcionalidade poderia estar alterada. Uma
limitacdo do nosso estudo € o fato de ter ocorrido uma baixa amplificacdo das amostras
de parafina para os éxons do TP53. Erros desse tipo talvez sejam devido a fragmentacéao
do DNA, decorrente do processo de parafinizacdo do tecido, bem como a fixacdo
inadequada do mesmo.

Por fim, é possivel inferir, através dos resultados obtidos, que mutacdes genéticas
importantes podem j& estar ocorrendo em les@es iniciais de QA. Apesar da maioria das
mutacdes encontradas serem mutacfes intronicas, e terem um papel incerto, é possivel
que essas alteragcdes sejam importantes no processo de transformacdo da QA em CCEL,
principalmente, porque algumas dessas altera¢des ainda ndo foram descritas na literatura.
No presente estudo, nenhuma das alteraces genéticas encontradas mostrou associagdo
com as caracteristicas clinicas da lesdo, porém, acrescentam dados importantes na
literatura. Varios estudos ja mostram alteracfes genéticas nessas lesdes e entendé-las se

torna de fundamental importancia para um correto tratamento e manejo desses pacientes.
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Conclusodes

A partir deste estudo, as seguintes conclusfes podem ser feitas:

e A LOH nas regibes 9p, 99 e 17q é um evento presente em QA e CCEL;

e Na&o houve diferenca significativa da frequéncia da LOH entre os grupos de lestes
estudadas;

e A LOH parece ndo estar associada aos fatores clinicopatoldgicos e de
imunoexpressdo investigados (p53 e Ki-67) nas amostras estudadas;

e Apresencada LOH parece ndo estar associada com um comportamento agressivo
do CCEL;

e Foram encontradas mutacdes intrénicas, descritas e ndo descritas na literatura no
TP53, tanto nas amostras de QA e de CCEL,;

e Foram encontradas muta¢des dos tipos missense, silenciosas e nonsense nos éxons

do TP53 em ambos 0s grupos de lesdes.
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Apéndice 1

Protocolo de extragcdo de DNA de parafina

Desparafinizagéo:

1)
2)

3)

4)
5)

Agquecimento do xilol (Merck) a 65° C no banho seco;

No tecido acondicionado no tubo, foram adicionados 1000 pl de xilol aquecido
ao tecido (1° banho), em seguida o tecido era agitado em um vortex;

Repouso da solugéo (tecido parafinizado + xilol) por 10 min no banho seco a 65°
C - vortex;

Centrifugacdo a temperatura ambiente por 1 minuto 15.000 rcf;

Remocdo do xilol e repeticdo dos passos 2-5 em quantos banhos fossem
necessarios para a remocdo da parafina (normalmente, 4 banhos foram

suficientes).

Ressuspensao:

1)

2)
3)
4)

5)
6)

Apbs os banhos de xilol para remocdo da parafina, o tecido foi ressuspenso em
1.000 pl etanol 95% (preparado com etanol Merck + agua miliQ);
Homogeneizacao e centrifuga¢do do mix por 2 min 15.000 rcf;

Remocéo do sobrenadante;

Ressuspensdo do pellet em 1.000 ul de etanol 70% (preparado com Etanol Merck
+ 4gua miliQ);

Homogeneizacao e centrifugacéo por 2 min 15.000 rcf;

Remocao do sobrenadante e secagem do alcool residual em temperatura ambiente

com a tampa do eppendorf aberta por 15 minutos.

Digestdo enzimatica:

1)

2)

Apdbs a secagem, ressuspensdo do pellet em 180 pl de ATL Buffer + 20 ul de
Proteinase K (fornecidos pelo kit);
Incubacdo no banho seco a 56 °C até a lise completa do tecido (normalmente, o

tecido ficava incubado overnight para sua lise completa).
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Extracdo do DNA

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)

17)
18)

Incubacdo a 90°C por 1 hora (Este passo tinha como objetivo reaver parcialmente
os acidos nucleicos modificados pelo formaldeido);

Centrifugacédo por 1 min a 15.000 rcf;

Adicédo de 200 ul de Buffer AL + 200 pl de Etanol 100% —> vortex;
Centrifugacdo por 1min a 15.000 rcf;

Transferéncia do o contetido para a coluna Min Elute Qlamp sem molhar a borda;
Centrifugacédo por 1 min a 15.000 rcf;

Descarte do liquido e adic¢do 500 pl de Buffer AW1;

Centrifugacdo por 1 min a 15.000 rcf;

Descarte do liquido e adi¢do 500 pl de Buffer AW2;

Centrifugagéo por 1 min a 15.000 rcf;

Descarte do liquido;

Centrifugacéo por 5 min a 15.000 rcf;

Descarte do liquido com cuidado para ndo molhar a membrana;

Transferir a coluna para um micro tubo de 1.5 ml que ir& receber o DNA eluido;
Ressuspensdo com 50 ul de Buffer ATE

Repouso do buffer em contato com a membrana por 10 minutos a temperatura
ambiente;

Centrifugagéo por 5 minutos a 15.000 rcf;

Repeticdo dos passos 14-17 para obter a 22 e 32 extracOes, eluindo sempre com

um volume menor que a primeira.

Em seguida, foi realizada a quantificacdo e a avaliacdo do grau de pureza do

DNA, utilizando o espectrofotobmetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific, Wilmington,

DE, EUA).
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Apéndice 2

Protocolo de extracdo 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 digestdo enzimatica do mesmo.

Digestao enzimatica:

3) Apos a secagem, ressuspensao do pellet em 180 ul de ATL Buffer + 20 pl de
Proteinase K (fornecidos pelo kit);
4) Incubagdo no banho seco a 56 °C até a lise completa do tecido (normalmente, o

tecido ficava incubado overnight para sua lise completa).

Extracdo do DNA

19) Centrifugacdo por 1 min a 15.000 rcf;

20) Adicao de 200 ul de Buffer AL + 200 pl de Etanol 100% -> vortex;

21) Centrifugacédo por 1min a 15.000 rcf;

22) Transferéncia do o conteudo para a coluna Min Elute Qlamp sem molhar a borda;

23) Centrifugacdo por 1 min a 15.000 rcf;

24) Descarte do liquido e adi¢do 500 ul de Buffer AW1;

25) Centrifugacédo por 1 min a 15.000 rcf;

26) Descarte do liquido e adi¢cdo 500 ul de Buffer AW2;

27) Centrifugacdo por 1 min a 15.000 rcf;

28) Descarte do liquido;

29) Centrifugagdo por 5 min a 15.000 rcf;

30) Descarte do liquido com cuidado para ndo molhar a membrana;

31) Transferir a coluna para um micro tubo de 1.5 ml que ira receber o DNA eluido;

32) Ressuspensdo com 50 pl de Buffer ATE;

33) Repouso do buffer em contato com a membrana por 10 minutos a temperatura
ambiente;

34) Centrifugacdo por 5 minutos a 15.000 rcf;

35) Repeticdo dos passos 14-17 para obter a 22 e 3?2 extragdes, eluindo sempre com

um volume menor que a primeira.



104

Em seguida, foi realizada a quantificacdo e a avaliacdo do grau de pureza do
DNA, utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific, Wilmington,

DE, EUA).
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Apéndice 3

Protocolo de Imunohistoquimica:

1. Desparafinizacdo em trés passagens de Xxilol e hidratacdo em cadeia descendente de
etanol (100%, 90% e 70%);

2. Recuperacdo dos epitopos antigénicos; A recuperacdo antigénica foi realizada em
panela a vapor (Cuisinart Convection Steamer, New Jersey, EUA), por 30 minutos, com acido
citrico, pH 6.0. 4. Ap0s o resfriamento, alcancando equilibrio térmico com o meio ambiente,
lavagem em cinco banhos de dgua destilada;

5. Lavagem em tampdo TRIS-HCI 20 mM pH 7,4;

6. Blogueio da peroxidase endogena com solugdo de metanol e H202 3%em dois banhos
de 5 minutos;

7. Incubacdo com o anticorpo primario (p53 — 1:50 e ki-67 — 1:100);

8. Lavagem em tampdo TRIS-HCI 20 mM pH 7,4;

9. Incubacgdo em anticorpo secundéario. (EnVision, Dako Corporation, Carpinteria, CA,
EUA)10. Lavagem em tampdo TRIS-HCI 20 mM pH 7,4;

13. Incubacédo com tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina (DAB - Sigma Chemical
Co. St. Louis, USA) e, em seguida, 5 banhos de dgua destilada;

14. Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer por 2 minutos;

15. Répida passagem em solucdo aquosa de hidroxido de aménio e, em seguida, 5 banhos
de &gua destilada;

16. Desidratacdo em cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e trés vezes a 100%),
diafanizagdo em trés banhos de xilol, sendo as laminas montadas ao final do procedimento com

laminulas de vidro e Tissue-Mount™ (TissueClear® based medium).
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Deetection of TPS3 mutations by direct sequencing

[LARC proboool, 2010 updabe)

PLE conditicns

PCR conditions for amplifying genomic DNA sequences within exons 2-11 of hisman
TP53 gene are summarized in the following table. Depending on the quality of your DHA
emplate, Fol M3y uSe primer pairs that amplity large (good DA guality) or small {poor
CMA guality) fragments. Nudeotides highlighted in yelkw Fae bosn described as site of
polymarphisms (should not affect PCR acoonding o our expesrienoe].

IARC
il

P-559
P=-E3RI

P-329
P=330

P=326
P=327

P=312
P=271

P=333
P=240

P=135
P=240

P-333
P=313

P-237
P-238

P-216
P=319

P-214

P=Z15

SR

P-E10Li
P-553

F-E11Le
P-EL1RE

PrmeEr pairs
(5" =% 3]

tdutgu:;qnl:c:n:::
ARG OaCCang

igoictiticaccmabctac

173020900 gGEaaalaaL
aggraacigoacocttgg
thgggagtagatygagect
aqLgITagaIQQasmcin
caatigtaacthgamoratc
Q4AGILAnIgoIAT LAl

agaccoicicactcabghga
tgacgCaracctatignaag

Direction

W oW e | |

oW

] | e | e | e | W

oW

|

Regicn

amplified

Ewcnis Z-3

Exon 4

Exoin 4

Exon 5

Ewxon &

Ewoint S5=5

Exon 7

Exan 7

Exon 2

Ewcnis 8-0

Exon 9

Exon LO

Exon 11

Prodisct FCR FCR

lengith  prograe el

344 bp AarB 1
353 g E 1
413 b B 1
248 bp B 1
181 Ep B 1
457 bp B 1
37 g c 2
177 Bp B 1
31 bp E 1
445 B B 1
215 E 1
50 bp D 1
245 bp B 1
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Comsonents Volumefreaction  Final
COnCentTathom
= 5X POR buffer without MgOZ 4 il I¥
= 25mH Mgd2 12 L.5mM
= dNTF milx [SmiM exch] 0.5 O0.2m#M each
= Prismeer, forsard 10uM 0.8 T |
= Prigmer, reverse 10 gM 0.8 T |
= QOTag DHA polymerase {SUl) 0.a 0.5 WF
- Templabe DA S0 ng
» Waner, molerular bology grade Qup 20 pl
2. HotStarTayg (Qdagen)
CmBonents Volsmefreaction  Final
[wl gimp iy
= 106 PCR buffer containing 15 mM MgO2 2 il [ ]
= X O=Snilurtic & il I¥
= dNTP mils [Smi#d each] 0.8 0.2 mM each
= Prismneer, forsard 10uM 0.8 wll il OLd i
= Prigmier, reserse 10 uM 0.8 0.3 i
= HotStarTag DA polymarase [SU ) 0.1l 0.5 W
= Templabe DA 50 ng
= Water, mieosdar beolody grade Ci=p 310 ul
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LR prD g s

£
i

s WP
Esap = LT

M jcks
i

. =i wwiry 1 cycles

(¥ &l



-
wC e Koot 10°C
2min (e

Burilication of PLR products

Prior sequenoe analysis, 5 p of POR producs are purified with the onezyme ExoSap-
IT [USE}) forlS mén &t 372C and 15 min at BOC.

Wi ey Al Lse
= cpluamins [I.e. Qlaguick PCR Purification kit, QLAGEN)
= plates (l.e. NuckoFast 96 PCR kit, Clonbech]

IPS3 $EoUEning

Sequencing is performmied by IARC COMEMON Soquending Servhoe.

Sequencing reaction

Sequencing reaction is done with BigDye® Terminator 1.1 Cycle Seguencing Kit
{Applied Binsystems) acconding to the following protoom:

i LPropram:

- 7yl of purifisd POR prodict

- 1.75ul Buffer G 10 s

- LSl primer 10pM® ﬁ j::u. A0 cycles
- L5y Big Dye

= Came primers 25 the ones used for POR amiplification reactions (nobe that B primer for
exacn 11 does not work well for sequencing ).

Purificathon of SeOWETCIng e cthon
Before analysis, purificathon of the sepuesncng reaction products s done by the
Sequencing Service with 96-well Huliscresn filtration plates [GS0-Pranmaca-Milisone).
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Apéndice 5

Tabela 12: Resultados da LOH comparados com caracteristicas clinicas do CCEL

Caracteristicas LOH total p LOH cromossomo 9 p LOH cromossomo 17 p
Idade Nao Sim Nao Sim Né&o 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
Néo Branco 1(9,1%) 10 (90,9%) 3(27,3%)  8(72,7%) 8(72,7%)  3(27,3%)
TNM
Estadio 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
Estadio final 0(0%) 6(100%) 3(50,0%)  3(50,0%) 3(50,0%)  3(50,0%)
Habito 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%)
Haébito 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) Categorizacdo da marcacdo imunohistoquimica de acordo a porcentagem de células
positivas. (cutt-off) em 10%
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Lip cancer and pre-cancerous lesions harbor TP53 mutations,
exhibit allelic loss at 9p, 9q, and 17p, but no BRAFV600E

mutations
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Abstract Molecular mechanisms of lip squamous cell carci-
noma (LSCC) and actinic cheilitis ( AC) are unclear. We aimed
at assessing loss of heterozygosity (LOH) and TP53 and
BRAF V600E mutations in these lesions. Formalin-fixed par-
affin-embedded (FFPE) samples of 17 LSCC and 16 AC were
included, with additional 5 fresh LSCC genotyped for TP53
mutations. LOH was assessed by six polymorphic markers
located at 9p22, 9922, and 17pl3 and comelated with cell
proliferation (Ki-67) and P53 immunostaining. Direct se-
quencing of TP53 exons 2-11 (fresh samples), and exons 5—
9 (FFPE samples) was carried out. BRAF V600E mutation
was genotyped in eight LSCC. LOH occurred in at least one
marker in 15/17 LSCC and in 9/16 AC. The marker exhibiting
the highest frequency of allelic loss (FAL) in LSCC was
D9S157 (8/12 informative cases) and D9S287 in AC (4/11
informative cases). Cell proliferation was not correlated with
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LOH or with the FAL and no correlation between P53 THC
and 17p LOH was observed. We found TP53 missense muta-
tions in both lesions and nonsense in LSCC, including
CC>TT transition, which is a marker of UV damage. BRAF
V600E mutation was not detected. LOH and P53 mutations
detected in LSCC and AC may be associated with tumongen-
esis, whereas BRAF VG00E mutation does not seem to sig-
nificantly contribute to LSCC pathogenesis.

Keywords Actinic cheilitis - LOH - p53 . Potentially
malignant oral lesions - Lip squamous cell carcinoma - Head
and neck cancer

Introduction

Lip squamous cell carcinoma (LSCC) is a malignant epithelial
neoplasm that affects the vermilion of the lips. Data of LSCC
incidence in Brazil is imprecise, as the Brazilian National
Cancer Institute (INCA) groups together lip and intraoral
squamous cell carcinomas. For 2014, it was predicted that
~15,000 new cases of oral and lip cancer in Brazil will be
diagnosed, or an age standardized rate (ASR) of 11.5/100,
000 (men) and 4/100.000 (women) [1]. Most cases are diag-
nosed between the sixth and seventh decade of life, and it is
more commeon on the lower lip than the upper lip [6, 7, 5, §].
Unlike oral squamous cell carcinoma (OSCC) for which to-
bacco is an established main risk factor, the etiology of LSCC
is highly associated with UV radiation exposure [2-8].
Actinic cheilitis (AC) is a white-red plaque with ulcerative
areas, which affects the lip vermilion. It mainly occurs in men
in their fifth decade of life, with chronic exposure to sunlight
being the major nisk factor [9-12]. It is considered to be a
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potentially malignant lesion with shared etiologic factors and
clinical features with LSCC [13, 14].

The molecular mechanism underlying LSCC and AC path-
ogenesis have scarcely been investigated [15-17]. As these
lesions occur in a transition area between the oral mucosa
and skin, it is important to understand if molecular pathogen-
esis 15 similar to intraoral squamous lesions or cutaneous car-
cinoma. Thus, the aim of this study was to investigate several
putative candidate genes and genomic regions seemingly as-
sociated with the pathogenesis of these tumors, including
LOH at chromosomes 9 and 17p [18-24], and TP53 and
BRAF V600E mutations.

Material and methods
Samples

The study was approved by the local Ethics Committee
(UFMG/ COEP n.99.057/2012). We included a convenience
sample of 17 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) sam-
ples of LSCC and 16 FFPE samples of AC from the files of the
Oral Pathology Service of the University. Clinical and epide-
minlogical data were obtained from files. Much of the medical
records were filled incompletely, and important features such
as time of exposure to sunlight or type of occupation (with or
without sun exposure) were not addressed. All LSCC patients
were staged according to the UICC TNM Classification of
Malignant Tumors (2002) [25]. For AC. the maximum dimen-
sion in millimeter of these lesions was obtained. Additionally,
five samples of fresh LSCC tumors were collected prospec-
tively and used for the TP53 sequencing (Fig. 1). A portion of
these fresh tissues were obtained during resection surgery of
the lesion, immediately snap frozen in liquid nitrogen and
stored at —80 °C. Frozen section samples of the solid tumors
were dissected. Diagnosis of all specimens was confirmed by
histopathological analysis.

DNA extraction

Hé&E-stained sections were examined by a pathologist for the
presence of normal and tumor tissue in LSCC, and normal and
epithelial tissue in AC. Lamina propria and submucosa tissues
were considered as normal tissues, while normal appearance
epithelial tissue was not considered normal tissue due to
cancerization field possibility and were then discarded. Tissue
was microdissected from a series of 20-um-thick FFPE tissue
sections. The cases that showed highly diffuse inflammatory
infiltrate or presented a high chance of contamination of tu-
mour tissue by normal tissue during manual separation under-
gone laser microdissection using MMI IX-81 cell cut Olym-
pus (MMI AG — Olympus - Glattbrugg, Switzerland), follow-
ing standard protocols [26].

&) Springer

Microdissected tissue was digested with proteinase K, and
genomic DNA was isolated using QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA), following the manufacturer’s
instructions.

Loss of heterozygosity analysis

Loss of heterozygosity (LOH) was investigated using a panel
of six polymorphic microsatellite markers for genetic loci
flanking regions of tumor suppressor genes (Fig. 2). Markers
and regions evaluated were as follows: P53 (17pl3.1),
AFM238WF2 (17pl3.1), D9S162 (9p22-pl3) DISITI
(9p22—p21), DIS157 (9p22), and DISIRT (9g22.3). Primers
and PCR conditions used are described elsewhere [27, 28].
The amplified PCR products were detected in 8 % polyacryl-
amide gel and were submitted to capillary electrophoresis ona
ABI PRISM 310 sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), and data was analyzed using the Genescan soft-
ware version 3.0 (Applied Biosystems, Foster City. CA,
USA). LOH was calculated as the ratio between short allele-
normal (Snpong allele normal (Ln) and short allele-tumor
{Stylong allele tumor (Lt), in the following formula:
(Sn:LnW St:Lt). LOH was scored if one allele was decreased
by more than 50 % at the tumor sample when compared with
the same allele at normal tissue. When necessary, stutter cor-
rection was performed [29]. When DNA from normal tissue
showed only one peak corresponding to two equal-sized al-
leles, the case was considered homozygous. When it was not
possible to analyze the results or when they were inconclu-
sive, the case was considered non-informative. The frequency
ofallelic loss (FAL) was calculated for each sample and mark-
er by dividing the number of loci that showed allelic loss by
the number of informative loci.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical reactions to detect Ki-67 and P53 pro-
teins were performed following the standard procedures as
published elsewhere [27], using primary antibody clones
MIB-1 and DO7, respectively. For each reaction set, a squa-
mous cell carcinoma sample with known reactivity was used
as a positive control, and negative controls comprised cases in
which the primary antibody was omitted. The percentage of
the P53 and Ki-67 positive nuclei was calculated by counting
nuclear staining in tumor tissue cells in eight high-power
fields (=400 magnification) and total number of tumor cells
in each field. After that, a cutoff of 10 % of labeled cells for
P53 was set. For Ki-67, the results are shown as percentage.

TP53 sequencing

Due to FFPE sample size restriction, only hotspot mutation
regions of TP33 were sequenced in these samples, comprising
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Fig. 1 Alterations found in the TPS3 exons. a Distribution of TP33
martations in relation to the P33 protein functional region. b, ¢ Screen
shots from sequencing clectropherograms. b A LSCC (sample #21)

exons 5, 6, 7, B, and 9. For the LSCC, we included five extra
fresh wmor samples (LSCC #18-22) in which we sequenced
all TP53 coding exons (exons 2 to 11). All reactions were
done at least twice, but as we could not obtain reliable elec-
tropherograms of all exons for all samples, we excluded all
poor quality results. GenBank accession number

Fig. 2 Location of the
polymorphic microsatellite
markers at the chromosomes.
Chromosome 9 is represented on
the left and chromosome 17 on
the wighe. On the fff side of each
chromosome, the location of the
markers is shown, as well as the
main genes found in these
chromosomal loci. On the Fghr of
each chromosome, the markers
are shown

showed a missense mutation in exon 7 (¢.74]_TM20C=TT). ¢ A LSCC
{sample #19) showed a nonsense mutation in exon 10 (c. 1023 _
1024CC=>TT). WT wild-type, MUT mutant

MC_000017.9 was used where the nucleotide +1 corresponds
1o the first A of exon 1. Amplified products were detected by
electrophoresis on 6.5 % polyacrylamide gels with silver
staining. PCE. products were purified with GFX PCR. DNA
and Gel Band Purification Kits (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA) and sequenced on an ABI PRISM
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310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Sequences were manually checked and a search was
conducted in the main genetic mutations databases (IARC -
http:/fp53.iarc.fr/, COSMIC http: //cancer.sanger.ac.uk/
cancergenome/projects/ cosmic/, and 1000GENOMES
http:/iwww. 1000genomes.org/data) to check if the changes
had already been described.

BRAF VG600E mutation detection

To assess the oncogenic mutation BRAFVG00E, we carried
out real-time PCR with genomic DNA and a TagMan assay
for the reference gene (BRAF_476_wt) and for the mutant
allele (BRAF_476_mu) (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). following the manufacturer’s instruction. Negative
samples for the mutation showed a curve amplification only
for the reference gene assay.

In silico analysis

To predict whether TP53 found changes could affect protein
stability and functionality, we used two online tools,
PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) giving scores
for the mutation of damage ranging from zero to one (being
the score one the worst result) and SIFT (sift jeviorz) with
scores ranging from zero to one, with zero the worst result.

Statistical analysis

Data is presented as mean=+standard deviation. Statistical
analyses were carried out using SPSS version 21.0 (SPSS
Ine, Chicago, IL, USA). Categorical variables were compared
using Fisher exact tests. Nominally, significant associations
were claimed when p value<0.05. Chi-square test was used
to test association between LOH at each marker in AC and
LSCC with the immunchistochemistry (IHC) results. LOH
was categorized as present and absent, and the immunohisto-
chemistry data were grouped into two categories: <10 % and
=10 % of positive P53 nuclei and £5 % or =5 % Ki-67 positive
nuclei.

Results
Clinical characterization of the samples

Clinical-pathological data of the cases included in the study
are shown in Tables | and 2. LSCC subjects (n=17) were
diagnosed at a mean age of 64.5+17.98 years while AC sub-
jects (n=16) were diagnosed at a mean age of 55.2%
15.24 years. No age (p=0.123) or gender (p=0.601) differ-
ence were observed between groups. All evaluated lesions are
located in the lower lip.
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LOH and THC results

LOH was observed in at least one marker in 88.2 % of LSCC
cases (15/17) and 56.3 % of AC cases (9/16). However, LOH
occurrence did not achieve nominally significant statistical
difference between groups (p value>0.05). The highest mark-
er FAL was seen at the D9S157 among LSCC cases (8/12
informative cases or 66.6 %) and D95287 among AC cases
{4/11 or 36.3 %). LOH at the D95157 marker was more fre-
quently found in LSCC group (66.6 % or 8/12 while 22 % or
2/9 in AC) although it was not a nominally significant differ-
ence (p value=>0.05).

LSCC IHC results showed positive staining in more than
10 % of cells for P53, and the median percentage of Ki-67
staining was 70 %. Twelve of 15 cases (80.0 %) of the AC
cases showed more than 10 % P53 immunopositivity, and the
median percentage of Ki-67 staining was 5 %. Ki67 IHC
results reflect cell proliferation activity, and they were neither
associated with LOH at any marker nor with the FAL (data not
shown). In addition, P53 IHC detection was not different be-
tween the cases with LOH or allelic retention at each chromo-
some 17 marker.

TPS53 sequence alterations

After manual evaluation of the electropherograms, a total of 3
AC sample results were included for TP53 exons 5 and 6, 10
samples for exon 7, and 4 samples for exons 8 and 9. For the
LSCC cases, TP353 mutations could be evaluated in exons 5
and 6 in 11 samples, exon 7 in 12 samples, and exons 8 and 9
in 9 samples and the other exons (2, 3, 4, 10, 11) were eval-
uated in all 5 fresh samples. Missense or nonsense mutations
were detected in exon 7 (2 LSCC and 2 AC) and exon 10 (1
LSCC). Results are shown in Table 2 and Fig. 1.

BRAF VO0OE mutation assessment

Eight LSCC samples had sufficient genomic DNA amount
and could be tested for the mutation. The eight samples did
not harbor VG0OE mutation, i.e., were wild-type. These sam-
ples are identified in Table 1.

Discussion

LOH has been an important tool for genomic characterization
during tumor progression in several cancers, including skin
lesions (squamous and basal cell carcinoma, melanoma,
melanocytic nevus, and actinic keratosis) [30]. We aimed to
assess 1f LOH at these chromosomes (9 and 17) also occur in
LSCC and AC and if these entities show different LOH pro-
file. In the subset of lip squamous neoplasms and potentially
malignant samples investigated, LOH occurred in at least one

114



Tumor Biol. (2015) 36:9059—9066

Table 1 Chnical data of the LSCC and AC samples, and immunohistochemistry and LOH results

Identification Clinical data HC Microsatellite markers

Lesion Gender  Age  TNMfize (mm) P53 Ki-67 P53 AFM238WF2  DOS287  D9SITI  D9SIST  D9S162
LSCC  #1 M 89 T3N2MO >0% 67% & . o o o o
LSCC  #2* M 44 TINOMOD NE NE o - ] o & o
LSCC  #3* M 92 TANIMO NE NR a o a o - -
LSCC 4 M 30 TZNOMO >0% 5% o 3 o L L o
LSCC  #5 M 77 TINOMO 0% 5% o o . o o )
LSCC &6 M 6l TINOMO 0% 5% ] ] o o o )
LsCC &7 M 56 T2NOMO 0% 1% - o o a . o
LSCC  #8 M 38 T3NOMO >0% 1% o o o o . .
LSCC  #9 M 83 TINOMO NR NR o o o o . o
LSCC  #10° M T8 TINOMOD >0% TE% o =] o . o ]
LSCC  #11° M 60 TAN2MX 0% %% o o o a - ]
LSCC  #12* M 71 TINIMO 0% T3% & o a & . o
LSCC #13 F 52 T2NOMO 0% 49% = -] o a o &
LSCC #14 M 59 TAN2MOD 0% B0% o o o . ® -
LSCC  #15* M 88 TINOMO =10% NR a . a a & o
LsSCC #1168 M 58 T2NOMO NR NR & o a . o o
Lscc #17 M 41 T2NOMD 0% 83% o o o & o o
AC #1 M 44 5 <l0% 35% e & . o o o
AC #2 M 40 9 >0% 1% o o o o . a
AC #3 M 56 15 >0% 25% o 3 a a o o
AC #4 M 56 10 >0% 1% a 3 . a & =]
AC #5 M 68 5 0% 5% a a & a -] ]
AC #6 M 54 5 0% 5% o o o o . )
AC &7 M 38 7 <10% 5% o o o o a [}
AC H#3 M i 20 0% 1% & o o o o &
AC #9 M 46 9 >0% 2% e o . a & o
AC #10 M - 30 >10% 68% o . . o o
AC #11 M 63 9 <l0% 5% o o o & .
AC #12 F 54 20 >10% 1% o o o ] o =]
AC #13 F 27 3 >0% 5% L] . a o o o
AC #14 M 56 9 0% TE% o . a o 3 o
AC #15 M 56 9 0% 1% ] o o o o &
AC #16 M 62 10 NR NR o 3 a a 3 L}

LSCC samples #2_ 43, #9_ #15, and #16 were excluded from statistical test of association between LOH and IHC, as tissue was not reactive in the IHC.
AC sample #16 was excluded in the statistical test of association between LOH and [HC

LSCC lip squamous cell carcinoma, AC actinic cheilitis, o heterozygous, o homozygous, ® loss of heterozygosity, 4 non-informative, FAL frequency of

allelic loss of each case, JHC immunohis tochemistry

*These eight LSCC samples were tested for the BRAF VO00E mutation, being wild-type

sample at all markers. in both groups, showing no statistically
significant differences between LSCC and AC. There was no
LOH profile associated either with LSCC or AC and LOH
was revealed a common finding in both groups of lip lesions.

There are important tumor suppressor genes located in the-
se chromosomal regions we studied, including P16 (9p),
PTCH (9q). and TP53 (17p). All the markers included in our

study are intergenic: thus. LOH at these markers does not
necessarily mean inactivation of the tumor suppressor genes
located around these locl. Interestingly, the P53 IHC detection
was similar between LSCC and AC that showed allelic reten-
tion or LOH at the chromosome 17 markers. Cell proliferation
was estimated by KI-67 IHC and was not different according
to LOH status or FAL.
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Table 2 Distribution of TP53

gene molecular alterations in Diagnosis Mutation Location Effects Predicted Sample
eXons effects on
protein®
Actinic
cheilitis
cHTIG=A Exon 7 Missense Benign =4
. T29G=A Exon T Missense Damaging #13
LSCC
¢ 215C=>G Exon 4 Missense® Benign #18, #19, 420, 422
e IT1G=A Exon 7 Synonymous Unknown #19
e.741_742CC=TT Exon T Missense Damaging #21
e 1023_1024CC=TT Exon 10 Monsense Damaging #19

* Prediction was obtained by using the online softwares, PolyPhen-2 (genetics bwi.harvard_edujpph 2f) and SIFT

(sifi jeviorg)
* This is the SNP rs1042522

LSCC #18-22 are fresh tumor samples

The absorption of UVB by the skin causes the formation of
cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) and pyrimidine (6—4)
pyrimidone photoproducts (6-4PPs) [31]. These two DNA
lesions may give rise to specific mutations comprising the
transition C>T or CC>TT sequences in di-pyrimidines [32,
33]. The human tumor suppressor gene, TP53 is mutated in
about 50 % of human cancer samples [34]. A high rate of
mutations of TP53 were previously reported in LSCC at
dipyridine sites {13/18); among these, eight were C>T transi=
tions and | CC>TT tandem base transition, which are charac-
teristic of UV-induced DNA damage. These authors found a
difference in the mutation profile between LSCC and intracral
cancer, with transitions being more common in the first [17].
Interestingly, we found one missense and one nonsense muta-
tion characterized by CC>TT transition in LSCC. The mis-
sense and nonsense mutation we detected in LSCC were both
detected in fresh tumor samples, discarding the possibility of
them being artificial mutation induced by formalin fixation
[35]). These CC>TT TFP33 mutations have been described in
cultured human skin cells after UV radiation, as well as in a
large percentage of normal skin from sun-exposed sites on
Australian skin cancer patients [36]. However, these muta-
tions were not found in all samples. The two missense muta-
tions we found in AC are G=A transition. We did not detect
CC>TT mutation in the AC, although these are lesions asso-
ciated with UV exposure. This may be explained by the small
amount of AC cases that resulted in neat electropherograms
and, therefore, not all exons could be evaluated (exons 5—6,
n=3; exon 7, n=10 and exons 8-9, n=4)_

Somatic mutations in non-coding genomic regions are com-
mon in cancer, but their exact role in cancer pathogenesis needs
to be completely clarified [37. 38]). We found TP53 intronic
changes in our samples of LSCC and AC (data not shown).

&) Springer

Unfortunately, no conclusion can be drawn associating the
LOH results at chromosome 17 and TP53 mutations. The
missense and nonsense mutations found in LSCC were in
the fresh samples, for which no LOH is available. Interesting-
ly, the AC #4 showed a missense mutation in exon 7 and was
homozygous for one 17p marker and showed allelic retention
at the other, and sample #13 showed LOH in both markers in
association with TP53 exon mutation.

BRAF mutations have been extensively reported in mela-
nomas and, interestingly, these mutations are more frequently
reported in melanomas arising in non-chronic sun-damaged
skin [39, 40]. In a recent series of 66 intraoral squamous cell
carcinoma of the tongue, only | sample showed BRAF muta-
tion [41]. and in other intraoral squamous cells carcinoma
series, BRAF mutation was not detected in any sample [42].
In cutaneous squamous cells carcinomas, BRAF mutations
are not detected either in spontaneous or in secondary tumors
{occurring in patients under RAF inhibitor or immunosuppres-
sion therapy) [43. 44]. Despite the relatively small number of
samples tested for BRAF V600E mutation, our results are
consistent with a lack, or very low frequency, of BRAF
VGO0E mutations in LSCC, similarly to intraoral and cutane-
ous squamous cells carcinomas.

Conclusion

In conclusion, we show evidence of LOH at chromosomes 9p,
9q, and 17p in AC and lip carcinomas and report 7P53 muta-
tions in both groups, as well as lack of BRAF VG60IE mutation
in the subset of LSCC studied.
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