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RESUMO

A queilite actinica (QA) ¢ uma desordem potencialmente maligna que acomete com maior
frequéncia o vermelhdo do labio inferior, sendo caracterizada por alteracdes epiteliais e de
tecido conjuntivo causadas pela exposi¢do cronica a radiagdo solar ultravioleta (UV). A QA
tem sido associada como uma condi¢do de risco para o desenvolvimento de carcinoma
espinocelular de labio (CECL), o qual representa de 12% de todos os tumores de cabeca e
pescoco. A radiagdo UV ¢ capaz de causar danos ao DNA, mutagdes em genes supressores
tumorais, alteragdes no ciclo celular e proliferagdo celular desordenada, o que leva a alteragdes
displasicas ¢ o desenvolvimento do CECL. Pesquisas recentes, sobre o processo de
carcinogénese labial, buscam identificar biomarcadores capazes de melhor entender o
desenvolvimento desse processo, que possua capacidade de predizer o progndstico do CECL
bem como fatores preditores da QA com maior potencial de transformagdo maligna. A via de
sinalizacdo celular PTEN/PI3K/AKT, uma das mais mutadas em cancer oral, pode também
estar envolvida no processo de carcinogénese do cancer de ldbio. Dessa forma, constitui
objetivo dessa pesquisa avaliar a imunoexpressdo de PTEN e da oncoproteina p-AKT em
displasias epiteliais (DEs), oriundas de lesdes de QA, e em CECLs. Foram selecionados 45
blocos parafinados, referentes a 25 bidpsias incisionais de QAs e 20 bidpsias incisionais de
CECLs. Os resultados sociodemograficos mostram que a maioria dos pacientes com QA era do
sexo masculino (n=20; 80%) e com faixa etaria superior a 4* década de vida (n = 21; 84%). A
maioria dos pacientes com CECL eram do sexo masculino (n=13; 65%) e com idade superior a
40 anos (n = 20; 100%). Destes, 6 pacientes (30%) trabalhavam em ambiente com exposi¢dao
solar cronica e continua. Relativo as caracteristicas histomorfoldgicas, grande parte das QAs
apresentaram DE leve (n = 14; 56%) e 11 (55%) CECLs bem diferenciados. A imunomarcagao
de PTEN ndo revelou significancia estatistica nas diferentes sublocalizagdes celulares
analisadas entre QAs e CECLs, segundo o teste de Mann-Whitney. Nao foi detectado
significancia estatistica (teste de Mann-Whitney e teste T pareado) entre as gradacdes
histopatologicas de malignidade (GHMs) das DEs e CECLs com as diferentes sublocaliza¢des
celulares de PTEN e p-AKT. Houve maior quantidade de imunomarcagdo citoplasmatica de
PTEN do que nuclear em QAs (p = 0,0008) (teste T pareado) e CCELs (p < 0,0001) (teste T
pareado). Um significativo aumento de p-AKT citoplasmatico foi detectado em CECLs quando
comparado com QAs (p = 0,0017) (teste T pareado). Uma maior quantidade de p-AKT
citoplasmatico do que nuclear foi detectado em CECLs (p < 0,0001) (teste de Mann-Whitney).



Nossos achados trazem evidéncias do possivel papel de PTEN e p-AKT no processo de
carcinogénese de labio. Palavras-chave: Ceratose actinica; Carcinoma de Células Escamosas;

PTEN Protein; Proteina c-akt; Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a potentially malignant disorder that most often affects the
vermilion of the lower lip, characterized by epithelial and connective tissue changes
caused by chronic exposure to ultraviolet (UV) solar radiation. AC has been associated
as a risk condition for the development of squamous cell carcinoma of the lip (SCCL),
which represents 12% of all head and neck tumors. UV radiation is capable of causing
DNA damage, mutations in tumor suppressor genes, changes in the cell cycle and
disordered cell proliferation, which leads to dysplastic alterations and the development of
SCCL. Recent research on the process of lip carcinogenesis seeks to identify biomarkers
capable of better understanding the development of this process, which have the ability
to predict the prognosis of SCCL as well as predictors of AC with greater potential for
malignant transformation. The PTEN/PI3K/AKT cell signaling pathway, one of the most
mutated in oral cancer, may also be involved in the carcinogenesis process of lip cancer.
Thus, the objective of this research is to evaluate the immunoexpression of PTEN and p-
AKT oncoprotein in epithelial dysplasias (EDs), arising from AC lesions, and in SCCL
s. 45 paraffin-embedded blocks were selected, referring to 25 incisional biopsies of ACs
and 20 incisional biopsies of SCCLs. The sociodemographic results show that most
patients with AC were male (n=20; 80%) and aged over the 4th decade of life (n=21;
84%). Most patients with SCCL were male (n=13; 65%) and aged over 40 years (n=20;
100%). Of these, 6 patients (30%) worked in an environment with chronic and continuous
sun exposure. Regarding the histomorphological characteristics, most of the ACs
presented mild ED (n = 14; 56%) and 11 (55%) well-differentiated SCCLs. PTEN
immunostaining did not reveal statistical significance in the different cellular
sublocalizations analyzed between ACs and SCCL s. No statistical significance was
detected between the histopathological grades of malignancy (GHMs) of EDs and SCCL
s with the different cellular sublocalizations of PTEN and p-AKT. There was a greater
amount of PTEN cytoplasmic immunostaining than nuclear immunostaining in ACs (p =
0.0008) and SCCL s (p < 0.0001). A significant increase in cytoplasmic p-AKT was
detected in SCCLs when compared to ACs (p =0.0017). A greater amount of cytoplasmic
than nuclear p-AKT was detected in SCCL s (p <0.0001). Our findings provide evidence
for the possible role of PTEN and p-AKT in the process of lip carcinogenesis.



Keywords: Actinic cheilitis; Carcinoma; Squamous Cell; Precancerous Conditions;
PTEN; Oncogene Protein v-akt; Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Queilite Actinica

A queilite actinica (QA) ¢ amplamente reconhecida como uma desordem
potencialmente maligna ocasionada pela exposi¢ao prolongada e cronica ao sol (JADOTTE;
SCHWARTZ, 2012a). Os raios solares ultravioleta (UV) sdo espectros de radia¢des os quais
sdo divididos em trés comprimentos de ondas: UVA (320 a 400nm), UVB (280 a 320nm) e
UVC (200 a 280nm). Cada espectro ¢ responsavel por um tipo especifico de intensidade da
radiagdo e consequentemente de dano aos organismos vivos (ROBBINS; COTRAN;
KUMAR, 2005). Por se tratar de uma radiagdo de onda curta, a radiagdo UVC ¢ quase que
totalmente absorvida pela camada de ozonio, chegando a superficie terrestre em pequenas
quantidades. A radiagdo UVA possui maior facilidade de alcancar a derme, ocasionando
pigmentacdo da pele e provocando o efeito de bronzeado pelo escurecimento da melanina
em um processo de foto oxidagdo da leucomelanina (SILVA; OGAWA; SOUZA, 2017). A
radiagdo UVB, também pode ser responsavel por lesdes cronicas na pele, como eritema,
edema, pigmentagdo cutinea, espessamento da derme e epiderme, catarata, supressdo no
sistema imunologico e mutagdes génicas que levam ao cancer de pele (ROBBINS;
COTRAN; KUMAR, 2005). Os raios UVB proporcionam mudangas ndo naturais e muitas
vezes irreversiveis aos queratindcitos e melanocitos, uma vez que possuem efeito cumulativo
(KUTTING; DREXLER, 2010; RODRIGUES; MARTIN; MORAES, 2016).

A ocorréncia da QA ¢ dependente da soma de diversos fatores: dose de radiacdo
a qual o individuo foi exposto, idade, predisposicao genética, latitude geografica, ocupagao
laboral, cor da pele, atividades de lazer e uso de agentes protetores labiais (JADOTTE;
SCHWARTZ, 2012a). O efeito sinérgico de agentes carcinogé€nicos como tabaco e consumo
de alcool no processo de carcinogénese labial permanece incerto. Para alguns pesquisadores
a exposicdo a radiagdo UV realmente ¢ a principal responsavel pelo desenvolvimento da QA
e carcinoma espinocelular de labio (CECL), sendo habitos comportamentais fatores
etiologicos secundarios (ZINI; CZERVINSKI; SGAN-COHEN, 2010).

A melanina confere protecdo natural contra os raios solares UV, logo o labio
inferior de individuos de pele clara se torna o principal sitio de acometimento da QA
(PINERA-MARQUES et al., 2010). O labio inferior costuma ser mais acometido do que o

superior devido sua posi¢do anatomica na face favorecer maior recebimento de radiagao UV



12

(CHOQUET et al., 2020). Diferentemente da pele, os labios sdo mais susceptiveis aos danos
ocasionados pela radiagao UV, pois, por estarem localizados numa area de transi¢ao entre a
mucosa oral e a pele, possuem epitélio mais delgado, levemente queratinizado, tecido
conjuntivo subjacente ricamente capilarizado, menos glandulas sebdceas, melanina e
auséncia de glandulas sudoriparas (VIEIRA et al., 2012; BOTA; LYONS; CARROLL,
2017).

Clinicamente, a QA se apresenta de duas formas: aguda e cronica. A forma aguda
¢ caracterizada por edema e eritema brandos, fissuras e/ou Ulceras graves, e ocorre quando
ha exposicdo excessiva ao sol num curto espaco de tempo. Frequentemente, acontece a
resolugdo dessas alteragdes clinicas. A forma cronica advém da exposi¢do prolongada e
cumulativa aos raios solares UV, com alteracdes epiteliais irreversiveis. A apresentagdo
clinica mais comum exibe labios ressecados, com fissuras, aumento de volume discreto e
difuso, perda do limite entre mucosa labial e pele, além de papulas e/ou manchas
leucoplasicas (CINTRA et al., 2013; DE SANTANA et al., 2014; PICASCIA; ROBINSON,
1987) (Figura 1).

Figura 1. Aspectos clinicos da QA. A: Regides atroficas com apagamento dos limites entre vermelhdo do labio
e epitélio. B: Areas leucoplasicas e pigmentadas no ldbio inferior. C: Lesdes ulceradas, em crosta e
leucoplésicas no vermelhdo do labio. Observa-se também a presenga de edema apagamento dos limites entre
vermelhdo do labio e epitélio. D: Presenca de uma exuberante tlcera na regido central do labio inferior de

borda leucoplasica.

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2020).
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Histologicamente o epitélio da QA possui aspectos que variam desde hiperceratose,
variados graus de displasia epitelial (DE) até carcinoma in situ. A hiperplasia, acantose e atrofia
também sdo alteragdes epiteliais frequentemente presentes (DANCYGER et al., 2018). A
lamina prépria mostra vasos sanguineos muitas vezes dilatados e proeminentes, além de
infiltrado inflamatorio de intensidade variada e elastose solar no tecido conjuntivo
(DANCYGER et al., 2018). Alguns estudos apontam a elastose solar como um achado
histopatologico constante € o mais consistente em QAs (MARKOPOULOS; KAYAVIS, 2004;
DE SANTANA et al., 2014). A eclastose solar reflete os danos solares ao tecido, sendo um
importante fator no desenvolvimento da QA, sem, entretanto, ser preditivo para evolugao da
QA para CECL (ARNAUD et al., 2014).

Para facilitar o manejo do paciente, foram propostos sistemas de gradagdo para DE.
Segundo a OMS (2017), a DE pode ser caracterizada como leve, moderada ou severa, de acordo
com o grau do comprometimento dos extratos epiteliais pelas alteragcdes citologicas e
arquiteturais presentes. No entanto, esse sistema isoladamente ndo pode predizer o progndstico
do paciente e é considerado subjetivo pelos patologistas (CAMARA et al., 2016). Kujan et al.
(2006) propuseram um sistema de gradacdo bindria para gradar a DE com o objetivo de
minimizar a subjetividade da andlise. Esse novo sistema preconiza a divisdo das lesdes em dois

subgrupos de acordo com o risco de transformagao maligna (baixo e alto risco) (Figura 2).

Figura 2: Imagens histologicas de DEs de labio segundo o sistema binario de gradacao histopatologica. A: DE de
baixo risco representada por hiperceratose com falta de polarizagdo da camada basal, variagdes no tamanho e
formato do nucleo e hipercromatismo (H&E, 6X). B: DE de alto risco representada por estratificacdo epitelial
irregular, perda de polaridade das células da camada basal, cristas epiteliais em forma de gota e perda da coesdo
das células epiteliais. Além disso, nota-se variagdo no tamanho e formato nuclear e celular, hipercromatismo e
perda da relagdo nticleo/citoplasma (H&E, 2X). Em ambas as imagens € possivel observar a degeneragéo basofilica

das fibras colagenas (elastose solar) no tecido conjuntivo.
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (2020).

Nankivell et al. (2013) compararam a reprodutibilidade e a capacidade prognostica
entre esse sistema binario e aquele preconizado pela OMS (BARNES et al., 2005) utilizando
141 bidpsias de DEs orais (DEOs). O sistema bindrio mostrou concordancia superior aquele da
OMS bem como capacidade prognostica semelhante em ambos. A revisdo sistematica e meta-
analise de YAN et al. (2020) também concluiu que a classificacdo binaria de DEOs em
categorias de baixo e alto risco pode efetivamente determinar o potencial de malignidade, com
melhor concordancia entre os observadores em relagdo a classificacdo de trés niveis. Dessa
forma, esse tipo de sistema de gradacdo vem sendo bastante utilizado em pesquisas recentes
(CHAVES et al., 2017; CHAVES et al., 2019).

O tratamento de escolha para a QA deve levar em consideragdo o diagnostico
histoldgico, a experiéncia do cirurgido-dentista, aspectos estéticos e possiveis efeitos colaterais
(JADOTTE; SCHWARTZ, 2012B). A terapéutica recomendada para a QA envolve tratamentos
invasivos e ndo invasivos. A vermelhectomia € a técnica cirirgica mais comumente empregada,
porém pode ser associada a complicagdes como cicatrizes, edema persistente, reepitelizacao
tardia, infeccdo secundaria e disestesia (DE PERES et al., 2009; CASTINEIRAS et al., 2010).
Terapias convencionais, como a farmacoterapia topica, a terapia fotodinamica, a crioterapia e
a ablagdo a laser de CO2 sdo cada vez mais utilizadas para o tratamento da QA. Os tratamentos

ndo cirtrgicos sao menos invasivos € tém menos efeitos secundarios do que as terapias
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cirtrgicas. (VIEIRA et al., 2012; DE CARVALHO et al., 2019). Bakirtzi e colaboradores
(2021) mostraram que as terapias invasivas, como cirurgias parciais e tratamentos a laser,
tiveram os melhores resultados estéticos e terapéuticos com poucas recorréncias. A terapia
fotodinamica demonstrou resultados satisfatorios, enquanto os tratamentos topicos foram os

menos benéficos.
1.2 Carcinoma espinocelular de labio

O subtipo mais comum de cancer oral ¢ o carcinoma oral de células escamosas
(COCE), também chamado de carcinoma epidermodide (CEQO) ou carcinoma espinocelular
(CEC) (ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010). Os sitios mais prevalentes na cavidade
oral variam conforme a localizagdo geografica, ja que os fatores ambientais e culturais mudam
entre as populagcdes (ANTUNES et al., 2007). O carcinoma espinocelular de labio (CECL)
representa de 25% a 30% de todos os canceres orais, sendo a maioria advindo da QA (uma
lesdo ulcerativa potencialmente maligna) (HAN et al., 2016). Os fatores de risco associados ao
CECL incluem o sexo masculino, idade avancgada, pele clara e exposicao ao sol (REGEZI;
SCIUBBA; JORDAN, 2014). Assim, individuos com ocupagdes laborais que envolvem
exposi¢ao prolongada da face ao sol, como fazendeiros e pescadores, tradicionalmente
apresentam risco aumentado de cancer de labio (MONTERO et al., 2015). Os CECLs,
diferentemente dos COCEs, normalmente possuem um bom prognostico (SCHNUR et al.,
2020). No entanto, o diagndstico em estagio inicial e o tratamento adequado contribuem para
melhores desfechos.

Os sinais clinicos iniciais do CECL podem incluir crostas ou ulceragdes
assintomaticas que podem ser bastante equivalentes as observadas na QA. Em estagios
avancados, pode ocorrer ulcera exsudativa dolorosa, coberta por crosta, com bordas
endurecidas e base infiltrada que nao cicatriza (VIEIRA et al.,, 2012; LOPES et al,
2015). Histopatologicamente o CECL ¢ caracterizado pela proliferacio de queratindcitos
atipicos organizados em ilhas e corddes de tamanhos variados, que invadem o tecido
conjuntivo. As células neoplasicas apresentam-se em formato poliédrico, volumosas, de limites
precisos, com citoplasma amplo e claro, bem como nucleos redondos ou ovais centrais com
cromatina frouxa. Individualmente elas exibem importante pleomorfismo celular e nuclear,
aumento do tamanho dos nucleos e das células, nucléolos numerosos ¢ evidentes, alteracao da
relagdo nucleo-citoplasma, maior nimero de figuras de mitose que sdo, por vezes, atipicas
(MARKOPOULOS; KAYAVIS, 2004). Na maioria das vezes notam-se pérolas de queratina

de tamanhos variados, evidenciando o grau de diferenciacdo celular. O estroma da lesdo ¢
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composto por tecido conjuntivo denso com intenso infiltrado inflamatorio, destacando-se a

presenga de degeneracdo basofilica das fibras colagenas (DE FREITAS et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3: Imagens histologicas de CECL. A: Carcinoma in situ representado por estratificacdo epitelial irregular,
perda da polaridade das células basais, retencdes em forma de gota e perda da coesao das células epiteliais. Além
disso, observa-se variagdo anormal no tamanho e forma das células e nicleos, com hipercromatismo e aumento da
razdo nucleo/citoplasma (H&E, 6X). B: Carcinoma superficialmente invasivo, representado por ninhos e corddes
de células epiteliais malignas, iniciando a invasfo para a ldmina propria com formagdo de pérolas de queratina e
apresentando intenso infiltrado inflamatoério (H&E, 4X). C: Carcinoma invasivo representado por ilhas de células
epiteliais malignas na ldmina propria com intensa formagdo de pérolas de queratina e infiltrado inflamatério (H&E,

4X).

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2020).

1.3 PTEN
O CEC ¢ resultado de mutagdes genéticas e epigenéticas, que sdo transmitidas as
geracdes celulares subsequentes até que uma célula mutada torna-se independente, exibindo
crescimento autossuficiente e autonomo sem responder aos sinais proliferativos inibitdrios.
Esse processo proliferativo desenfreado é denominado expansao clonal (TODD; DONOFF;
WONG 1997). Dentre os genes capazes de inibir o crescimento celular desregrado, destaca-se

o supressor tumoral PTEN também conhecido como MMACI (do inglés Mutaded in Multiple
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Advanced Cancer 1) e TEP1 (do inglés Telomerase Protein Component 1). PTEN ¢ um dos
principais genes supressores de tumor (SONG; SALMENA; PANDOLFI, 2012).

A cascata de sinalizacdo celular que PTEN atua se inicia quando as células recebem
estimulos extracelulares (por exemplo, presenca de insulina, fatores de crescimento,
quimiocinas) os quais ativam PI3K através de receptores tirosina-quinase ou receptores
acoplados a proteina G, promovendo a fosforilagao de PIP2 em PIP3, que fosforila e ativa AKT.
PTEN antagoniza a acdo de PI3K pela desfosforilagdo de PIP3 para gerar PIP2 e bloquear a
cascata de sinalizagdo gerada a partir de PI3K. A inativacdo de PTEN resulta em atividade
exacerbada de PI3K na membrana plasmatica e consequente recrutamento de proteinas com
dominio PH (do inglés Pleckstrin Homology Domains) também para a membrana celular,
dentre elas proteinas da familia de AKT e também PDK1 (SONG; SALMENA; PANDOLFI,
2012; MOLINARI; FRATTINI, 2013). A ativagdo de AKT acaba gerando sobrevivéncia e
proliferagdo celular, o que contribui para a tumorigénese e predispoem para o desenvolvimento

do cancer (COURTNEY; CORCORAN; ENGELMAN, 2010). (Figura 4).

Figura 4: Esquema ilustrativo da via de sinalizacao celular PTEN/PI3K/AKT.
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Fonte: Adaptado de Molinari; Frattini (2013).

Identificar os diversos papeis de PTEN em vérios processos bioldgicos ajudam a
melhor entender como mutagdes ou perca dessa proteina contribui para o fendtipo cancerigeno.
Assim, diversos estudos mostram que PTEN pode atuar no metabolismo celular, motilidade
celular e polaridade, regulacdo do microambiente tumoral, senescéncia e nas células-tronco
cancerigenas (CSCs, do inglés Cancer Stem Cells) (SONG; SALMENA; PANDOLFI, 2012).
Estudos sobre o metabolismo celular mostram que a ativagao da via PI3K/AKT, induzida pela
perda de PTEN, atua diretamente na regulacao do metabolismo da glicose por meio do aumento

da sua captacdo mediada por insulina e pela translocacdo membranar de GLUT4 (do inglés
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Type 4 Glucose Transporter) (EGUEZ et al., 2005). Isso impacta diretamente no metabolismo
das células malignas, uma vez que estas exibem altas taxas de producdo de glicdlise e lactato
bem como aumento da biossintese de lipidios e outras macromoléculas. A localizagdo celular
de PTEN na regido apical da membrana plasmatica da célula epitelial durante sua morfogénese
¢ importante para a manuten¢ao da sua polaridade (MARTIN-BELMONTE et al., 2007). Dessa
forma, desregulacdo da via PTEN/PI3K/AKT pode levar ao processo de epithelial—
mesenchymal transition (EMT), pois ha perda das caracteristicas epiteliais devido as células
adquirirem propriedades mesenquimais e consequentemente adquirir motilidade e invasividade
(SONG et al., 2009). Pesquisa com tumor de glandula mamaria de camundongos mostra que o
microambiente tumoral que a delecdo de PTEN gera, ¢ capaz de criar um estroma que favorece
as células epiteliais malignas, uma vez que acelera a iniciagdo, progressdo e transformagao
maligna celular (TRIMBOLI et al., 2009). Os niveis reduzidos de PTEN aumentam o
crescimento e a proliferagdo celular, no entanto, se sua perda completa acontecer no inicio do
processo de carcinogénese (fase aguda), ha senescéncia celular, que acaba atenuando a
progressdao tumoral (SALMENA; CARRACEDO; PANDOLFI, 2008). Em células-tronco a
perda de PTEN parece ser linhagem celular dependente, uma vez que estudos com células-
tronco neurais acarreta sua expansao e vantagem proliferativa (GROSZER et al., 2008), ja em
células gliais a delecao de PTEN reduziu o pool de células (BONAGUIDI et al., 2011).
Mutagdes somaticas e supressao ou silenciamento epigenético que levam a perda
de PTEN tém sido relatadas em uma variedade de desordens potencialmente malignas e
canceres humanos, incluindo neoplasias de mama (STANKOVIC et al.,, 2014; YARI;
PAYANDEH; RAHIMI, 2015; SIDDIQUI et al., 2016;) nasofaringe (LI et al., 2014; PENG et
al., 2016), pulmdao (DRAGOJ et al., 2015; STANKOVIC et al., 2014) e esofago (PAN et al.,
2018). O papel de PTEN no cancer de labio ainda ndo ¢ completamente claro, pois somente um
unico estudo analiza o envolvimento de proteinas da via PTEN/PI3K/AKT no processo de
carcinogénese labial (ARIOTTTI et al., 2020). No entanto, somente as proteinas oncogénicas

foram avaliadas.
1.4 AKT

O AKT/PKB ¢ uma serina/treonina quinase, pertencente a familia de proteinas
quinase que participa de muitos processos fisioldgicos, tais como o metabolismo de glicose,
apoptose, prolifera¢do, transcricdo e migracdo, sendo registrados mais de 100 substratos
diferentes que podem ser regulados pela mesma (CARNERO, 2010; TSUCHIYA; KANNO;
NISHIZAKI, 2013).
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O AKT apresenta trés dominios: 1- o dominio de pH na regido N-terminal; 2 — um
dominio central catalitico e (3) o dominio regulatoério localizado na regido C-terminal

(VADLAKONDA et al., 2013; PORTA; PAGLINO; MOSCA, 2014) (Figura 5).

Figura 5. Dominios organizacionais de AKT. H4 a presenca de um dominio N-terminal, catalitico e C-terminal
(hidrofobico). Nota-se também a presenca de dois sitios de fosforilagdo: um residuo treonina (localizado no

dominio catalitico) e outro serina (no motivo hidrofébico do dominio C-terminal).

PIP, and PIP, Thr308 Serd73
binding site

Activation loop

N-terminal Catalytic C-terminal

Fonte: Adaptado de Basnet; Basnet, (2020).

A proteina AKT-1 esta mais expressa no tecido cerebral, coracao e pulmoes, estando
associada com hipertrofia muscular esquelética, aumento de sintese proteica, sobrevivéncia
celular e proliferagdo, estando aumentada em canceres de mama, ovario, prostata e
adenocarcinomas de pulmio (OSAKI; OSHIMURA; ITO, 2004; GONZALEZ; MCGRAW,
2009); o AKT-2 é predominantemente expressa nos musculos esqueléticos e no tecido adiposo
marrom onde regula a internaliza¢do da glicose via receptor GLUT4; a AKT-3 € mais expressa
em cérebro e rins, mas seu papel ainda ndo foi totalmente elucidado (TSUCHIYA; KANNO;
NISHIZAKI, 2013; FORTIER et al., 2010). A AKT-2 e AKT-3 apresentam niveis elevados em
canceres de mama e ovario € melanomas e canceres de mama, respectivamente (FORTIER; et
al., 2010).

Evidéncias abundantes sugerem que os componentes da via da proteina quinase B
(AKT) sdo fatores intrinsecos para a carcinogénese (HARSHA et al., 2020). No caso de
canceres, o aumento da atividade de AKT devido a muta¢des somadticas resulta no
comprometimento dos elementos a jusante de AKT.

Nos tltimos anos, pesquisas tém tentado elucidar os mecanismos subjacentes as
DEs. Desse modo, muitos biomarcadores imunoistoquimicos diferentes foram investigados na
carcinogénese oral. Dentre os biomarcadores estudados, os mais investigados foram as
proteinas do DNA re-pair seguidas de marcadores inflamatorios. Outros grupos de proteinas

também foram analisados, incluindo marcadores de apoptose, metaloproteinas, marcadores do
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ciclo celular, fatores de crescimento, marcadores neurais e musculares (DE SANTANA et al.,

2020).
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2 PROPOSICOES

Este trabalho teve como objetivos:

2.1 Objetivo Geral

Analisar a imunoexpressdo de PTEN e p-AKT em amostras de QAs e CECLs.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o perfil clinico dos pacientes acometidos por QAs e CCELs através dos dados
de sexo, idade e ocupagado.

Realizar, sob microscopia de luz, em laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE)
de QAs, a gradacdo histopatoldogica de malignidade dos casos contendo DEs,
classificando-as em leves, moderadas ou severa de acordo com a OMS (EL-NAGGAR
etal., 2017).

Realizar reclassificagdo das DEs gradadas de acordo com OMS (EL-NAGGAR et al.,
2017) para lesdes com alto/baixo risco de transformacao maligna (KUJAN et al., 2006).
Realizar, sob microscopia de luz, nas laminas coradas em HE dos casos de CECLs,
gradacao histopatologica de malignidade de acordo com a OMS (EL-NAGGAR et al.,
2017), classificando-as em bem diferenciado, moderadamente diferenciado e
indiferenciado.

Correlacionar os dados clinicos e histopatologicos com a imunoexpressao de PTEN e

p-AKT.
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3 CAPITULO
REGIMENTO INTERNO

Esta dissertacdo de Mestrado baseia-se no Artigo 37° do Regimento Interno do
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Morfofuncionais da Universidade Federal do Ceara,
que regulamenta o formato alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de Doutorado. Os
resultados obtidos estao apresentados na forma de 3 artigos cientificos, redigidos de acordo com

as normas da revista cientifica escolhida para publicacao.

Artigo 1: Analysis of PTEN and p-AKT immunoexpression in actinic cheilits and lip
epidermoid carcinomas

Periodico: Journal of Cutaneous Pathology. (ISSN: 1600-0560)

Qualis capes: B2

Fator de Impacto: 1.587
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ANALISE DA IMUNOEXPRESSAO DE PTEN E p-AKT EM QUEILITES
ACTINICAS E CARCINOMAS EPIDERMOIDES DE LABIO

Carolina Maia Rodrigues', Thamara Manoela Marinho Bezerra?, Karuza Maria Alves Pereira’
! Departamento de Morfologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Ceard, Brasil.

2 Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza,

Cear4, Brasil.

A queilite actinica (QA) ¢ uma desordem potencialmente maligna que acomete com maior
frequéncia o vermelhdo do labio inferior, caracterizada por alteragdes epiteliais e de tecido
conjuntivo causadas pela exposi¢do cronica a radiacdo solar ultravioleta (UV). A QA tem sido
associada com o desenvolvimento de carcinoma espinocelular de labio (CECL), o qual
representa de 12% de todos os tumores de cabega e pescoco. A radiagdo UV ¢ capaz de causar
danos ao DNA, mutagdes em genes supressores tumorais, alteracdes no ciclo celular e
proliferagdo celular desordenada, o que leva a alteragdes displasicas e o desenvolvimento do
CECL. Pesquisas recentes, sobre o processo de carcinogénese labial, buscam identificar
biomarcadores capazes de melhor entender o desenvolvimento desse processo, que possua
capacidade de predizer o prognostico do CECL bem como fatores preditores da QA com maior
potencial de transformag¢do maligna. A via de sinalizacdo celular PTEN/PI3K/AKT, uma das
mais mutadas em cancer oral, pode também estar envolvida no processo de carcinogénese do
cancer de labio. Dessa forma, constitui objetivo dessa pesquisa avaliar a imunoexpressdo de
PTEN e da oncoproteina p-AKT em displasias epiteliais (DEs), oriundas de lesdes de QA, e em
CECLs. Foram selecionados 45 blocos parafinados, referentes a 25 biopsias incisionais de QAs
e 20 bidpsias incisionais de CECLs. Os resultados sociodemograficos mostram que a maioria
dos pacientes com QA era do sexo masculino (n=20; 80%) e com faixa etdria superior a 4*
década de vida (n = 21; 84%). A maioria dos pacientes com CECL eram do sexo masculino
(n=13; 65%) e com idade superior a 40 anos (n = 20; 100%). Destes, 6 pacientes (30%)
trabalhavam em ambiente com exposicdo solar cronica e continua. Relativo as caracteristicas
histomorfologicas, grande parte das QAs apresentaram DE leve (n = 14; 56%) e 11 (55%)
CECLs bem diferenciados. A imunomarcacdo de PTEN nao revelou diferengas com
significancia estatistica nas diferentes sublocalizagdes celulares analisadas entre QAs e CECLs.
Também ndo foi observado diferencas entre as gradagdes histopatoldgicas de malignidade
(GHMs) das DEs e CECLs com as sublocalizagdes celulares de PTEN e p-AKT. Houve maior

quantidade de imunomarcagdo citoplasmatica de PTEN do que nuclear tanto em QAs (p =
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0,0008) como também em CCELs (p < 0,0001). Outro resultado importante foi o significativo
aumento de p-AKT citoplasmatico, apresentando maior imunomarcac¢do em CECLs do que em
QAs (p = 0,0017). Ainda uma maior quantidade de p-AKT citoplasmatico do que nuclear foi
detectado em CECLs (p < 0,0001). Nossos achados trazem evidéncias do possivel papel de
PTEN e p-AKT no processo de carcinogénese de labio.

Palavras-chave: Ceratose actinica; Carcinoma de Células Escamosas; Lesdo Pré-

Cancerosa; PTEN; Proteina c-akt; Imuno-Histoquimica.
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1 INTRODUCAO

A queilite actinica (QA) ¢ uma condicao inflamatoria cronica que tem sido descrita
como uma desordem potencialmente maligna ocasionada pela exposi¢ao cronica e continua a
radiagdo solar ultravioleta (UV).!* Em 95% dos casos as lesdes acometem vermelhdo de labio
inferior devido a maior incidéncia de raios solares nessa regido.'? Os individuos mais
acometidos pela QA s3o aqueles que vivem em regides tropicais € que se expdem
continuamente ao sol, principalmente devido as suas atividades ocupacionais como, por
exemplo, agricultores e pescadores. Aliado a isso, também ¢ fator predisponente pessoas de
pele clara (leucodermas), do sexo masculino, acima de 40 anos de idade e fumantes.>** Cerca
de 95% dos carcinomas espinocelulares de 1abio (CECLs) podem ser precedidos por QAs.>’
Dessa forma, suas caracteristicas sociodemograficas sao semelhantes aquelas da QA acrescido
de vulnerabilidade social, susceptibilidade genética, imunossupressdo e consumo de alcool e
tabaco®%"

Histopatologicamente as QAs sdo caracterizadas por modifica¢des citologicas e
arquiteturais, degenerag¢do basofilica das fibras colagenas (elastose solar), displasia epitelial
(DE) e até um carcinoma in situ.®® A Organizacio Mundial da Satide (OMS) identifica os tercos
epiteliais comprometidos por alteracdes citoldgicas e arquiteturais e classifica a lesdo em DE
leve, moderada e severa.'® Atualmente, o sistema de classifica¢do binario das DEs mostra maior
consenso entre os patologistas e € mais clara para o clinico, ajudando-o a tomar melhores
decisdes em casos criticos.!! Esse sistema de classificagio tem sido utilizado em muitas
pesquisas recentes.'®*° No entanto, nem todas as QAs se tornam malignas, assim a classificacio
histopatologica das DEs ¢ um importante preditor de malignidade. O CECL ¢ um cancer de
caracteristicas clinicas menos agressivas do que o carcinoma oral de células escamosas
(COCE), no entanto, possuem maior possibilidade de desenvolver metastases quando
comparado com o cancer de pele, que possui 0 mesmo fator etioldgico.!> !* Estudos adicionais
que procurem melhor entender o mecanismo de carcinogénese labial, bem como a instauragao
desse processo sdo necessarios.

Dentre os mecanismos que estdo envolvidos no processo de carcinogénese, as
falhas na supressdao tumoral sdo mais comuns. Dentre as vias de sinalizagdo celular mais
estudadas nesse processo, destaca-se a de PTEN/PI3K/AKT. O gene supressor tumoral dessa
viaé o PTEN (do inglés phosphatase and tensin homolog). A expressao reduzida ou a inativagao
de PTEN estiio envolvidos na progressdo do carcinoma espinocelular.'* Sua inativagdo ocorre
através de mutagdes pontuais, bem como outros mecanismos genéticos € bioquimicos que

acarretam na fosforilagdo de AKT (do inglés Protein kinase B) favorecendo o crescimento
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celular anormal, proliferagio e sobrevida celular.!> Dessa forma, monitorar quantitativamente
a expressdo de proteinas da via PTEN/PI3K/AKT pode contribuir para predizer sobre a
susceptibilidade ao cancer.'¢

O circuito molecular que envolve o processo de carcinogénese labial ainda € pouco
entendido. Dessa forma, identificar vias que estejam envolvidas nesse processo pode ajudar na
descoberta de marcadores moleculares capazes de identificar transformagdo maligna precoce.!’
A via PTEN/PI3K/AKT, uma das mais mutadas em cancer, ¢ pouco estudada no processo de
carcinogénese labial.!” Diante do exposto, o presente estudo buscou compreender o processo
de transformacgdo maligna das QAs através da expressao de biomarcadores envolvidos na via
PI3K/AKT por meio de imunoistoquimica. Comparacdes sobre a imunorreatividade desses

biomarcadores com CECLs também foram realizados.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

Um total de 25 casos de QAs e 20 casos de CECL foram obtidos dos arquivos do
Laboratodrio de Patologia Bucal da Universidade de Fortaleza (UNIFOR). Todas as amostras de
QA apresentaram achados de DE ao exame histopatoldgico. Informagdes clinicas de sexo, idade
e ocupacao foram também coletadas. Este estudo foi aprovado através do comité de ética sob

numero 5.122.860.
2.2 Analise morfolégica

Os espécimes de QAs e CECLs corados em hematoxilina e eosina (HE) foram
analisados sob microscopia de luz para confirmagao diagnostica. A gradagdo das DEs e CECLs
foi analisada conforme os critérios da OMS!'? (Organiza¢io Mundial da Saude), sendo, as DEs
classificadas em leve, moderada e severa e os CECLs em bem diferenciado, moderadamente
diferenciado e indiferenciado. Para o grupo das DEs foi aplicado em seguida o sistema binario
de gradagdo!!, o qual categoriza as DEs em baixo e alto risco de transformacio maligna. Essas
analises foram realizadas por um unico patologista oral experiente desconhecedor dos

diagnosticos.
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2.3 Analise imunoistoquimica

Os ensaios imunoistoquimicos foram realizados a partir de material embebido em
parafina cortado a Sum de espessura e disposto em laminas histologicas silanizadas. Apds
desparafinizagdo e reidratacao, as laminas foram submetidas a recuperacao de epitopos induzida
pelo calor (tampdes de recuperacdo de antigeno no Quadro 1) em banho-maria
(DakoCytomation). A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada por 30 min com 0,3%
de perdoxido de hidrogénio seguido de 1% de bloqueio de proteina por 10 min. Os cortes foram
incubados com anticorpos primarios descritos no Quadro 1. As amostras foram entao incubadas
com o kit de anticorpos secundarios EnVision™+ HRP (Dako Co., Carpinteria, CA, USA)
sendo revelado com o cromdgeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma Co., S. Louis, EUA). Apos
a revelagdo, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harrys. Como controle
positivo foi utilizado amostra de colon para PTEN e de adenocarcinoma de mama para p-
AKTSe*73 Como controle negativo foi omitido o anticorpo primario para todas as reagdes.

Quadro 1. Especificidade, n° catalogo, fabricante, dilui¢ao, recuperacao antigénica e tempo de incubacio
dos anticorpos primarios a serem utilizados no estudo.

Especificidade Clone Origem Diluicao Recuperacao Tempo de | Fabricante
antigénica incubacao
D4.3 (9188) Monoclonal de | 1:100 Tris-EDTA, pH | Overnight Cell Signalling
coelho 9.0, Banho-
maria 92°C, 40
minutos
p-AKT (Serd73) AB 81283 Monoclonal de | 1:100 Tris-EDTA, pH | Overnight ABCAM
(EP2109Y) coelho 9.0, Banho-
maria 92°C, 40
minutos

Fonte: Dados da pesquisa

Apos a realizagdo da fase laboratorial, as ldminas de cada espécime foram
analisadas sob microscopia de luz (Olympus CX41, Olympus Japan Co., Tokyo, JPN).
Cinco fotomicrografias foram realizadas sob o aumento de 400x com o auxilio de uma
camera (Leica DFC295 HD digital) acoplada ao microscépio optico, sendo selecionadas
as areas displasicas nas QAs e regides aleatorias nas amostras de CECL. As imagens
obtidas foram transferidas para Las software® (Meyer Instruments, Houston, USA).

Para PTEN e p-AKT®™”® foram considerados queratindcitos imunopositivos

aqueles que exibiram coloragdo acastanhada, independente da intensidade, em regido
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citoplasmatica e/ou nuclear.!® A andlise quantitativa da expressio proteica foi realizada
através da contagem dos queratindcitos imunopositivos ou ndo por meio do programa
Imaging Processing and Analysis in Java (ImageJ®, National Institute of Mental Health,
Bethesda, Maryland, USA).

Para a andlise qualitativa, as laminas histoldgicas foram examinadas no
aumento de 5x a fim de que toda a extensdo do espécime fosse avaliado para classificar a
intensidade predominante da imunomarcagdo em cada sublocalizagdo celular. Uma visdo
panoramica do espécime ¢ importante, pois tumores solidos tendem a ser heterogéneos.
Dois autores realizaram as analises em momentos separados, sem conhecimento dos
dados clinicos. Qualquer discordancia foi resolvida por discussdo.

Os niveis de expressdo de PTEN foram avaliados utilizando o escore de
imunoreatividade EIR (do inglés immunoreactive score), o qual considera a porcentagem
de células positivas (PP) e a intensidade de imunomarcacao (II). O escore foi calculado
utilizando a seguinte féormula: EIR = PP x II. II foi definida como 0 = ausente, 1 = fraca,
2 = moderada e 3 = intensa. Os escores atribuidos as PP foram: 0 =1%; 1 =1% - 10% e
2=11%-50%; 3 =51% - 80% e 4 = >80% de células positivas. A perda de PTEN foi
definida como um IRS de 3 ou menos. A imunomarcagao de p-AKT foi avaliada através
do histoescore H, que foi calculado pela multiplicagcdo do PP pela II correspondente (1 =
fraca, 2 = moderada e 3 = intensa), resultando em um escore maximo de 300 (100% x
3). Escores H >50 foram considerados positivos. Os valores obtidos de EIR e do

histoescore H foram utilizados para a anélise estatistica'®.

2.1 Analise estatistica

Os dados quantitativos (percentual de imunomarcacao) foram expressos em forma
de média e desvio padrdo, tendo sido submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk). Por
conseguinte, os dados paramétricos foram analisados por meio do teste t de Student (2 grupos)
ou ANOVA (3 grupos). Ressalta-se que para o teste de ANOVA também foi analisada a
homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett e em casos pareados foi utilizado o teste t
pareado. Ja os dados nao paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney (2 grupos)
ou Kruskall-Wallis (3 grupos). Ressalta-se que casos de dados pareados ndo paramétricos foi
utilizado o teste de Wilcoxon. Os dados qualitativos ordinais (escore imunorreativo) foram
expressos em mediana (com valor minimo e maximo), tendo sido submetidos aos testes ndo

paramétricos supracitados. J& para os dados categdricos se utilizou o teste do Qui-Quadrado ou
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teste exato de Fisher. E importante ainda destacar que os dados foram inicialmente tabulados
no Microsoft Excel e posteriormente exportados para GraphPad Prism versao 8 e Jamovi versao
1.6.23, onde se realizou as analises estatisticas. Adotou-se uma confianga de 95% (p<0,05) para

todas as analises.

3  RESULTADOS

3.1 Perfil sociodemografico dos pacientes com QAs e CECLs

Dentre os 25 casos de QAs que compunham a amostra desse estudo, observou-se
que sua maioria acometia pacientes do sexo masculino (n = 20; 80%) com média de idade de
53,55 anos. Somente foi possivel coletar as informagdes relativas as atividades laborais de 11
pacientes portadores de QAs. Assim, 8 (32%) individuos exerciam essas atividades com
exposic¢do solar cronica e continua. Em relacdo ao CECL, a amostra foi composta de 20 casos,
cuja maioria era composta por pacientes do sexo masculino (n = 13; 65%) e com faixa etéria
superior a 40 anos (100%). As informacgdes relativas ao tipo de trabalho exercido por estes
pacientes estavam ausentes em 9 (45%) das fichas clinicas e 30% (n = 6) possuiam em comum

o exercicio da atividade agricola.

3.2 Analise histopatolégica de QAs e CECLs

Neste estudo todas as amostras de QAs apresentaram DE no exame histopatologico.
Estas foram gradadas de acordo com a OMS em leves (n = 14; 56%), moderadas (n = 10; 40%)
e severa (n = 1; 4%).!° O sistema binario para classificagio das DEs foi aplicado a fim de
dicotomizar as variaveis.'® Dessa forma, as amostras de QAs foram divididas em DEs de baixo
risco (n = 14; 56%) e DEs de alto risco (n = 11; 44%). Os casos de CECL foram classificados
de acordo com a OMS em bem diferenciados (n = 11; 55%), moderadamente diferenciados (n

=8; 40%), indiferenciados (n = 1; 5%).!°

3.3 Analise da imunoexpressao de PTEN nas amostras de QAs e CECLs



30

A analise imunoistoquimica de PTEN revelou imunomarcagdo positiva em regiao
citoplasmatica, nuclear e membranar em todos os casos de QAs e CECLs. Nao foi contabilizado
nesse estudo a imunomarcagdo membranar.

Nao houve diferenga significativa na imunoexpressao de PTEN nas diferentes
sublocalizacdes celulares entre QAs e CECLs (tabelas 1 e 2). Porém, em QAs houve uma maior
imunomarcac¢ao citoplasmatica de PTEN do que imunomarcagao nuclear (tabela 2).

Em relagdo aos sistemas de gradacdo para DEs (alto risco e baixo risco) e CECLs
(bem diferenciado e moderadamente diferenciado) ndo se observou diferengas nem associagdes
com significancia estatistica (Tabela 4 ¢ 6).

Em relacdo ao sexo, observou-se diferengas com significancia estatistica nos casos
de CECL, sendo que houve maior imunoexpressdo de PTEN citoplasmatico em mulheres

(Tabela 4 ¢ 6).

3.4 Anailise da imunoexpressao de p-AKT3¢"*’3 nas amostras de QAs e CECLs

A fosforilagio de AKT em Serd73 (p-AKTS™7%) foi significativamente maior
no citoplasma de CECL do que nas QAs. Esses achados foram observados tanto por analise do
escore H (tabela 1), como também pelos dados de associacao (dados categoricos da tabela 2).

Ressalta-se que ndo foi observado alteragdes na imunomarcacdo de p-AKTS73

citoplasmatico na progressao das QAs (tabelas 3 e 5) e CECLs (tabelas 4 e 6).
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4 DISCUSSAO

Este trabalho evidenciou que as QAs acometiam o labio inferior (n = 25,
100%), preferencialmente de pacientes do sexo masculino (n = 20; 80%) com média de
idade de 53,55 anos. J4 os casos de CECLs também costumam ter como principal sitio de
acometimento o vermelhdo do labio inferior (n = 20; 100%), de homens (n = 13; 65%)
com idade mais avancada quando comparado a QA (sexta e sétima décadas de vida; 75%).
Esses achados corroboram com estudos que apontam que a QA e o CECL acomete
principalmente a regido de vermelhdo de labio inferior de individuos do sexo masculino
e acima de 40 anos de idade.!**?*2! O 1abio inferior, devido a sua posicio evertida, esta
mais propenso a radiacdo UV do que o ldbio superior.?? A predilecio por individuos do
sexo masculino ocorre porque estes exercem atividades laborais (como a agropecuaria)
sob exposi¢io prolongada a radiagio UV e sem o uso de aparatos.?>** A idade mais
avangada de acometimento do CECL mostra que a aquisi¢@o do fendtipo maligno requer
exposi¢des cronicas e continuas ao agente etioldgico.?>® Isso é agravado pela evolugio
lenta da QA e pelos pacientes atribuirem seus achados clinicos ao processo de
envelhecimento, o que leva a negligéncia da lesdo e estabelecimento do CECL.?* Somente
foi possivel coletar informagdes laborais de 11 casos de QAs e 11 casos de CECLs, uma
vez que as fichas de bidpsias ndo estavam completamente preenchidas. Assim, 8 (32%)
dos individuos com QA e 6 (30%) trabalhavam com atividades que requeriam exposi¢ao

solar continua.

O sistema de gradagdo histopatologica (SGH) da DE continua sendo o
principal método laboratorial para avaliar o risco de transformacdo maligna em desordens
orais potencialmente malignas.?”*® Dentre os sistemas de classificagdo das DEs, o mais
utilizado ¢ aquele recomendado pela OMS, o qual classifica as DEs em leve, moderada e
severa de acordo com caracteristicas citoarquiteturais.! No entanto, divergéncias
interexaminadores revelam o cariter subjetivo dessa classificacdo.?’ Na tentativa de
simplificar a categoriza¢do das DEs, Kujan et al. propuseram o sistema bindrio, o qual
utilizava os mesmos critérios morfologicos da classificagio da OMS.!! Esse sistema
classificava as DEs em baixo e alto risco de transformag¢do maligna. A amostra de QAs
desta pesquisa consistiu principalmente de casos de baixo risco de transformacao maligna

(n=14; 56%). Outros estudos mostram resultados semelhantes, havendo maior incidéncia
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de QAs exibindo DEs de baixo risco ou DE leve no momento da bidpsia. " *° Segundo De
Santana et al. esses achados podem somente refletir as variagdes no tempo de diagndstico
das lesdes.”* E importante salientar que determinar o grau de displasia das desordens
potencialmente malignas ¢ imprescindivel para a adog¢ao da conduta terapéutica
adequada, pois os SGHs sdo ferramentas essenciais na predicdo do prognostico dessas

lesdes.”?>31

Em relacdo aos casos de CECLs desse estudo, ¢ importante destacar que eles
foram gradados de acordo com a OMS, sendo que metade (n = 10; 50%) da amostra foi
composta por CECL bem diferenciados.!? Estudo com resultado semelhante mostra que
CECLs bem diferenciados compdem a maioria dos casos de CECLs, o que pode haver
associagdo com um prognodstico mais favoravel.?> E importante ressaltar que CECLs sdo
patologias distintas de outras formas de cancer intraoral, pois apresentam fisiopatologia
e comportamentos unicos, compartilhando de caracteristicas tanto de mucosa oral quanto
de pele.?!’** Os mecanismos moleculares das QAs e CECLs ainda sdo desconhecidos.?*
Dessa forma, este estudo, se prop0s a investigar o papel da via PTEN/PI3K/AKT, através

do supressor tumoral PTEN e a oncoproteina p-AKT 573

, ha carcinogénese do cancer
de labio. A fungdo citoplasmatica de PTEN ¢ bem estabelecida e estd relacionada
principalmente com a regulagdo negativa da via oncogénica PI3K/AKT.” Ja PTEN

nuclear atua de forma independente de AKT,?*6-*7-2

exercendo principalmente atividades
que regulam o crescimento celular e a estabilidade gendmica.’>?® Com base nesses
achados, como a sublocalizacao intracelular de PTEN afeta seu papel, nos analisamos,
através de imunoistoquimica, as diversas localizagdes intracelulares de PTEN. Foi
observado que, independentemente da sublocalizagdo celular, PTEN apresentou
imunomarca¢ao semelhante entre QAs e CECLs (Tabela 1), havendo imunoexpressao
bastante reduzida de PTEN em ambas as lesoes (Figura 1). Apesar de possuir fatores
etiologicos distintos, DEOs (displasias epiteliais orais) e COCEs sdo lesdes com 0 mesmo
subtipo histopatolégico das QAs e CCELs. Com base nisso, achados semelhantes sdo
descritos por estudos que detectaram que DEOs apresentam baixa regulagdo de
PTEN.*** Isso sugere que a perda dessa proteina é um fendmeno que acontece logo no
inicio do processo de malignizagdo, similar ao que tem sido descrito para DEOs e
CEOs,*>* fibrose oral submucosa*' bem como no cancer de endométrio*’. No entanto,

estudos mostram que ha diminui¢ao progressiva da expressio de PTEN conforme o

processo de malignizagdo avanca de uma lesdo potencialmente maligna para uma
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neoplasia, o que ¢ distinto de nossos achados, que apontam expressao de PTEN constante
e reduzida tanto nas QAs quanto nos CECLs (Tabela 1).**! Apesar dos niveis reduzidos
de PTEN acarretarem maior crescimento e prolifera¢do celular, sua perda completa, no
inicio do processo de carcinogénese (fase aguda), leva a senescéncia celular, o que atenua
a progressio tumoral.*® Como o cancer de labio possui curso clinico de baixa
agressividade, progndstico favoravel e progride lentamente, possivelmente a menor
imunoexpressao de PTEN no estagio de QA contribui para o melhor prognostico do

CECL.*

A perda da expressdao de PTEN no cancer ¢ um achado comum. Cerca de 30%
dos carcinomas de células escamosas de cabega e pescoco (CCECPs) possuem auséncia
ou regulacdo negativa de PTEN.* A falta de expressdo de PTEN possui significado
prognostico, pois frequentemente resulta em tumores mais agressivos, ou seja, que
repercutem em achados clinicos de pobre sobrevida global bem como livre da doenga.®’
Neste trabalho, a associagdo entre imunoexpressdo de PTEN (nas suas diferentes
sublocalizagdes celulares) e os correspondentes graus de malignidade oriundos da
classifica¢@o do sistema GHM para DEs e CECLs (Tabelas 4 e 6) ndo obteve significancia
estatistica. Assim, independente do risco de transformacao maligna da DE e do grau de
malignidade do CECL, a expressdao de PTEN permaneceu a mesma (Figura 1). Estudo
aponta que alguns casos de CCECP bem diferenciados apresentam maior imunoexpressao
de PTEN, porém em seus frontes invasivos havia expresso reduzida dessa proteina.>® De
forma semelhante, DEOs apresentavam expressao reduzida de PTEN preferencialmente
em regido epitelial de contato com o tecido conjuntivo (camada basal e parabasal).’® Esses
achados indicam que PTEN pode ser regulado através da relagdo das células cancerigenas

com o microambiente tumoral.>®

Além desses aspectos € importante destacar que € nas
areas displasicas que ocorre a perda do gene supressor tumoral PTEN e que ¢ esperado
haver menor imunoexpressao de sua respectiva proteina nessa regiao. Além disso, devido
nossos casos de CECLs serem advindos de bidpsias incisionais, ndo foi possivel localizar
a area de fronte do tumor, o que torna isso uma limitacdo do nosso estudo. A fim de
minimizar esse aspecto, nds realizamos as fotomicrografias dos casos de CECLs em
regides aleatorias. No entanto, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente
significativa entre as diferentes categorizagdes do sistema GHM aplicadas ao CECLs, ¢

possivel observar clara diferenca entre CECLs bem diferenciados ¢ moderadamente

diferenciados (Figura 1).
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Quanto ao sexo, a maior ocorréncia de cancer em individuos pode estar
associada ao maior contato com os fatores de risco mais importantes, como o grande
consumo de alcool e tabaco para o cancer intraoral e radiagdo ultravioleta para o cancer

1.4 As mulheres costumam

de labio, naqueles que exercem suas atividades laborais ao so
ser menos acometidas pelo CECL pelo maior uso de roupas e batom, os quais atuam como
fatores de protecdo.?**’ Os homens sdo mais propicios ao desenvolvimento do CECL pois
costumam se expor ao sol mais prolongadamente e sem uso de agentes que protegem do
sol, além de se aposentarem mais tardiamente, em comparacio as mulheres.?” Isso embasa
nossos achados sobre uma maior quantidade de PTEN citoplasmatico em mulheres
(Tabela 4) e sua perda em homens (Tabela 6). Porém, de acordo com Pires et al.*’ as
mudangas nas atividades sociais e de estilo de vida da mulher na atualidade estdo

tornando-as mais expostas a agentes carcinogénicos, o que tem aumentado a frequéncia

de cancer nessas pacientes.

Nosso grupo tem estudado previamente a via PI3K/AKT na carcinogénese
oral do CEO, observando maior imunoexpressao de p-AKT (em diferentes
sublocalizagdes celulares) em CEOs quando comparado a DEOs e ao tecido normal.!® A
ativacdo de AKT se inicia na membrana plasmatica com sua fosforilagdo em duas
porc¢des: Thr308 (através de PDK1 - phosphoinositide-dependent kinase 1) e Ser473 (por
MTORC?2 - mammalian target of rapamycin). Quando p-AKT ¢ translocado para o
citoplasma, ha execugdo de suas diversas fungdes oncogénicas (metabolismo da glicose,
apoptose, proliferagio e crescimento celular, devido sua agdo em diferentes substratos. *°
Ainda ndo se sabe exatamente como p-AKT ¢ translocado para o nucleo, no entanto uma
vez 14, ha progressdo do ciclo celular e supressdo da apoptose.’®>! Nos encontramos que
a ativagdo de AKT, resultado de sua fosforilagio em Ser473 (p-AKTS™73), ocorreu mais
em CECLs do que nas QAs (p < 0,0001; (Tabela 1) (Figura 1), dessa forma, foi
significaticamente maior a positividade citoplasmatica de p-AKT5™*"* em CECLs (p =
0,0005; Tabela 2). Isso significa que o acimulo de p-AKT citoplasmatico ¢ um evento
necessario para a processo de carcinogénese labial, uma vez que estid associado com a
aquisicdo do fenotipo maligno. Esse resultado ¢ semelhante a estudos conduzidos com
leucoplasias (também classificada como uma desordem potencialmente maligna) e CEOs,
porém difere do estudo de Ariotti et al. com amostras de QAs e CECLs, o qual detectou
quantidades semelhantes de p-AKT™7 nas duas lesdes. 748523334 " A distin¢do dos

resultados entre os estudos pode ter ocorrido devido ao uso de metodologia
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semiquantitativa para aferir a porcentagem de células imunomarcadas para p-AKTSe#73
por Ariotti et al.'” ou porque esses autores ndo analisaram as diferentes sublocalizagdes
celulares de p-AKTS*™7, Estudar as a compartimentalizagio celular de p-AKT 573 ¢
importante uma vez que os substratos alvejados por esta proteina sdao diferentes nos
respectivos compartimentos celulares. Em estudo prévio, nosso grupo observou que ha
maior imunomarca¢do nuclear de p-AKTS*™7® bem como significativa quantidade de
células com imunomarcagdo citoplasmatica fraca em CEOs do que em DEOs e tecido
normal.'® Esses achados sugerem que no cancer oral ha translocaco nuclear de p-AKT,
o que diminuiria sua biodisponibilidade em outras sublocaliza¢des celulares.!® No
entanto, na carcinogénese de labio, o mecanismo de agdo de p-AKTS™*73 parece ser
distinto, uma vez que ndo ha indicios de seu acimulo nuclear no processo de
malignizagdo, somente citoplasmdatico (Tabela 1). No entanto, ndo hd alteragdes na

imunomarcagio de p-AKTS73

citoplasmaético na progressao das QAs (Tabelas 3 e 5) e
CECLs (Tabelas 4 ¢ 6). Isso sugere que o acimulo citoplasmatico de p-AKT 573 ¢ um
evento que ocorre ndo somente no processo de carcinogénese labial como também no seu
estabelecimento uma vez que ndo ha alteragdes na sua expressao na progressao das QAs

e CECLs.

Os dados clinicos obtidos dos pacientes com QAs e CECLs refor¢cam o perfil
do individuo portador de QA e CECL, ja bem estabelecidos na literatura. Sexo, idade e
profissdao nao influenciaram nas gradagdes histopatologicas de ambas os grupos.
Observamos que a perda de PTEN € um evento precoce no processo de carcinogénese do

cancer de labio. Além disso, o acimulo de p-AKTS7

citoplasmatico também ocorre
nesse processo, embora sua quantidade ndo varie com a progressao histopatologica das
QAs e CECLs. Portanto, nossos achados trazem evidéncias do papel de PTEN e p-AKT

no processo de carcinogénese labial.
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Tabela 1 — Perfil de imunoexpressdo para PTEN e p-AKTS73 em diferentes sublocaliza¢des celulares de
QAs e CECLs.

PTEN p-AKT Ser473
EIR EIR p-Valor H H p-Valor
Lesao
(nicleo)  (citoplasma) (nicleo) (citoplasma)
QA 0 (0-3) 2 (0-4) 0.0008*> 59 (0-186) 62 (0-200) 0,8199°
CECL 0(0-3) 2 (2-6) <0,0001%> 42 (0-99) 139 (61-294) <0,0001%*P
p-Valor 0,35282 0,7341° 0,4067° <0,0001*2

Legenda: EIR: Escore de imunorreatividade; H: escore H; QA: queilite actinica; CECL: carcinoma
espinocelular de ldbio; ® Teste de Mann-Whitney; ° Teste T pareado. Os dados estio expressos em mediana
(minimo e maximo). *p < 0,005

Tabela 2 — Associagio entre perda e ganho de PTEN / positividade e negatividade de p-AKT 573 em QAs
e CECLs nas diferentes sublocalizagées celulares.

Imunomarcador Sublocalizagao Categorizacdo de Lesdo
celular EIR/H QA CECL
PTEN Nucleo Ganho 0 0
Perda 25 20
p-Valor >0,99992
Citoplasma Ganho 2 3
Perda 23 17
p-Valor 0,6423?
p-AKT Ser473 Nucleo Positivo 16 8
Negativo 9 12
p-Valor 0,1926°
Citoplasma Positivo 14 20
Negativo 11 0
p-Valor 0,0005%=

Legenda: EIR: Escore de imunorreatividade; H: escore H; QA: queilite actinica; CECL: carcinoma espino-
celular de labio; ® Teste Exato de Fisher; ® Teste do Qui-Quadrado. Os dados estdo expressos em frequéncia
absoluta.

*p < 0,005

Tabela 3 - Influéncia de caracteristicas clinicopatologicas de QAs na imunoexpressdo de PTEN e p-
AKTSSMU.

PTEN p-AKTSer473
EIR EIR H H
(nucleo) (citoplasma) (nicleo)  (citoplasma)
GHM
Baixo risco 0(0-3) 2,5(0-4) 62 (0-186) 52 (0-200)

Alto risco 0 (0-3) 2 (0-4) 56 (0-185) 62 (0-99)
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p-Valor 0,8372 0,130* 1,000° 0,670*
Idade
<40 0 (0-3) 2 (0-2) 64 (64-185) 65 (57-66)
40-60 0 (0-3) 2 (0-4) 28 (0-186) 35 (0-200)
>60 0 (0-3) 2 (0-4) 56 (0-83) 79 (0-99)
p-Valor 0,975° 0,522° 0,286° 0,143°
Sexo
Masculino 0 (0-3) 2 (0-4) 64 (0-186) 59,5 (0-200)
Feminino 0 (0-3) 2 (0-4) 54 (0-56) 62 (0-99)
p-Valor 0,7112 0,7752 0,107* 0,633

Legenda: EIR: Escore de imunorreatividade; H: escore H; GHM: Gradagédo histopatologica de malignidade;
2 Teste de Mann-Whitney, ® Teste de Kruskal-Wallis; Os dados estdo expressos em mediana (minimo e
maximo).

Tabela 4 - Comparagdo da imunomarcagdo de PTEN e p-AKT em CECLs de acordo com as
caracteristicas sociodemograficas e clinicas.

PTEN p-AKTSer473
EIR EIR H H
(nucleo) (citoplasma) (nucleo) (citoplasma)
GHM
Bem diferenciado 0(0-3) 3 (0-6) 60 (0-99) 129 (61-293)
Moderadamente 0(0-2) 2 (0-3) 41 (0-77) 141 (73-294)
diferenciado
p-Valor 0,3832 0,208 0,2842 0,710°
Idade
<40 , - . _
40-60 0(0-2) 2 (0-3) 44 (0-77) 160 (85-294)
>60 0(0-3) 2 (0-6) 38(0-99) 129 (61-293)
p-Valor 1,000 0,442° 0,930° 0,230°
Sexo
Masculino 0(0-3) 2 (0-3) 41 (0-99) 129 (61-293)
Feminino 0(0-2) 3 (2-6) 52,5(0-91) 192 (73-294)
p-Valor 0,649* 0,017° 0,749* 0,157*

Legenda: EIR: Escore de imunorreatividade; H: escore H; GHM: Gradagao histopatologica de
malignidade; * Teste de Mann Whitney. Os dados estdo expressos em frequéncia absoluta.
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Tabela 5 - Associagdo entre perda e ganho de PTEN / positividade e negatividade de p-AKT 573 em QAs nas diferentes sublocalizagdes celulares

GHM Idade Sexo
Imunomarcador  Sublocalizagdo celular Categorizacdo de Baixo risco Alto risco <40 40-60 >60 Masculino  Feminino
EIR/H
PTEN Nucleo Ganho 0 0 0 0 0 0 0
Perda 16 9 3 12 9 20 5
p-Valor >(,9999 2 1,000? >(0,9999 2
Citoplasma Ganho 1 1 0 1 1 1 1
Perda 15 3 11 8 19 4
p-Valor 1,000? 1,000? 0,367%
p-AKT Ser473 Nucleo Positivo 10 6 3 6 6 13 3
Negativo 6 3 0 6 3 7 2
p-Valor 1,000? 0,264* 1,000?
Citoplasma Positivo 8 6 3 4 7 11 3
Negativo 8 3 0 8 2 9 2
p-Valor 0,677* 0,045%2 1,000°

Legenda: EIR: Escore de imunorreatividade; H: escore H; GHM: Gradagdo histopatologica de malignidade; * Teste exato de Fisher. Os dados estdo expressos em frequéncia
absoluta. *p<0.005.



Tabela 6 - Associagio entre perda e ganho de PTEN / positividade e negatividade de p-AKT 573 em CECLs nas diferentes sublocalizagdes celulares

GHM Idade Sexo
Imunomarcador  Sublocalizacdo celular Categorizacdo de Bem Moderadamen <40 40-60 >60 Masculino  Feminino
EIR/H diferenciado te diferenciado
PTEN Nucleo Ganho 0 0 - 0 0 0 0
Perda 11 9 - 5 15 13 7
p-Valor >(,9999 2 >(0,9999 >(0,9999 2
Citoplasma Ganho 3 0 - 0 3 0 3
Perda 8 9 - 5 12 13 4
p-Valor 0,2182 0,539° 0,0312
p-AKT Ser473 Nucleo Positivo 6 2 - 1 7 4 4
Negativo 5 7 - 4 8 9 3
p-Valor 0,197° 0,603 0,356
Citoplasma Positivo 11 9 - 5 15 13 7
Negativo 0 0 - 0 0 0 0
p-Valor >0,9999% >0,9999* >(0,99992
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Legenda: EIR: Escore de imunorreatividade; H: escore H; CECL: carcinoma espinocelular de labio; * Teste exato de Fisher. Os dados estdo expressos em frequéncia absoluta.

#p<0.005.
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Figura 1 Perfil Histoquimico e Imunoistoquimico de QAs e CECLs. A; B: Coloragdo em H&E de QAs de
baixo e alto risco de transformagdo maligna, respectivamente. C; D: Coloracdo em H&E de CECLs bem
diferenciados e moderadamente diferenciados, respectivamente. E; F: Imunoexpressdo de PTEN em QAs
predominantemente citoplasmatica (200x). G; H: Imunoexpressio de PTEN em CECLs
predominantemente citoplasmatica em casos bem diferenciados (200x). I; J: Imunoexpressdo de p-
AKTSer473 em QAs. K; L: Imunoexpressdo de p-AKTSer473 em CECLs (200x). Observa-se uma maior
imunomarcagdo em citoplasma nos casos moderadamente diferenciados.

CECL
QA BAIXO QAALTO CECL BEM MODERADAMENTE
RISCO DIFERENCIADO DIFERENCIADO
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CONCLUSOES GERAIS

Os dados clinicos obtidos dos pacientes com QAs ¢ CECLs refor¢am o perfil do
individuo portador de QA e CECL, ja bem estabelecidos na literatura. Sexo, idade e
profissdo nao influenciaram nas gradacdes histopatoldgicas de ambas os grupos.
Observamos que a perda de PTEN ¢é um evento precoce no processo de
carcinogénese do cancer de labio. Além disso, o acimulo de p-AKT Ser473
citoplasmatico também ocorre nesse processo, embora sua quantidade ndo varie com
a progressao histopatoldgica das QAs e CECLs. Portanto, nossos achados trazem

evidéncias do papel de PTEN e p-AKT no processo de carcinogénese labial.
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