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Estudo genético do gene p16 pela técnica de PCR-SSCP e
expressao de proteina p16 em melanomas de mucosa oral e
melanomas cutineos’

Genetic analysis of p16 gene by PCR-SSCP technique and
protein p16 expression in oral mucosa and skin melanomas

Ricardo Hsieh' Fabricio Bitu Sousa’ Aline Firmiano’
Fabio Daumas Nunes' Marina Helena Cury Gallottini de Magalhies’ Mirian Nacagami Sotto’

Resumo: FUNDAMENTOS - A delecdo e mutacio do gene CDKN2a que codifica um inibidor especifico da ciclina dependente de
quinase 4, a proteina p16, tém sido implicadas na tumorigénese do melanoma cutineo. Entretanto, pouco se conhece sobre
essas alteragoes genéticas em melanomas de mucosa oral.

OBJETIVOS - Verificar a presenca de alteracoes no gene p16 e sua expressio protéica em melanomas esporadicos orais e cutineos.
MATERIAL E METODOS - Avaliaram-se 36 espécimes de melanoma primrio (sete orais e 29 cutineos). Analisaram-se trés exons do gene
p16, pela técnica da reacio em cadeia da polimerase/polimorfismo conformacional de fita simples do DNA.Verificou-se a expressao
tecidual de proteina p16 por técnica imuno-histoquimica. Relacionaram-se os resultados com a espessura dos melanomas cutineos.
Resurtapos - Cinco dos sete melanomas orais e 17 dos 29 melanomas cutineos apresentaram indicio de alteracio no gene p16.
Alteracoes do exon 2 foram as mais freqiientes, sendo 19 casos nos produtos obtidos com o mesmo iniciador. Observou-se
expressdo tecidual de p16 em apenas um melanoma oral, em 10/13 (76,9%) casos de melanoma cutineo de espessura até
Imm e em sete de oito (87,5%) casos de espessura superior a Imm.

Concrusio - A freqliéncia de indicios de alteragio na anilise genética de p16 nos melanomas de mucosa oral foi de 71,42%
e de 58,6% nos cutdneos. £ possivel sugerir a participacio de alteracdes do gene p16 na patogenia do melanoma esporidi-
co de mucosa oral. Nio houve relagio da sugestao de alteracio genética do gene p16 e de sua expressio tecidual com a
espessura dos melanomas cutineos de diferentes subtipos histologicos.

Palavras-chave: Biologia molecular; Genes p16; Imuno-histoquimica; Melanoma

Abstract: BackGrounD - Deletion and mutation of gene CDKN2a, which encodes a specific inhibitor of cyclin-dependent
kinase 4 (CDK4), the protein p16, has been regarded as related to cutaneous melanoma tumorigenesis. However, little is
known about those alterations in oral mucosa melanomas.

Osjectves - To verify possible p16 gene mutations and its protein expression in sporadic melanomas in oral mucosa and skin.
MATERIAL AND METHODS - 30 primary sporadic melanoma paraffin-embedded specimens (seven oral mucosa and 29 skin
lesions) were subjected to molecular analysis of exons 1, 2 and 3 of p16 gene using polymerase chain reaction/single
strand conformational polymorphism technique. p16 protein expression was demonstrated by an immunobistochemical
technique. Data obtained were correlated with tumor thickness.

ResuLts - Five out of seven oral melanomas, and 17 out of 29 skin lesions displayed signs of alteration in p16 gene molec-
ular analysis. Alterations in exon 2 of p16 gene were the most frequent. Protein p16 expression was observed in only one
oral melanoma and in 10/13 (760.9%) skin melanomas up to 1.0 mm-thick and in 7/8 (87.5%) lesions thicker than 1.0 mm.
Concrusions - Frequency of alterations disclosed by p16 gene molecular analysis in oral mucosa melanomas was 71.42% and
58.6% in cutaneous lesions. The obtained data suggest that p16 gene alterations play a role in the pathogenesis of sporadic
melanoma of the oral mucosa. Neither protein p16 expression, nor p16 gene alteration bad correlation with tumor thickness.
Keywords: Genes, p16; Immunobistochemistry; Melanoma; Molecular biology

Recebido em 06.07.2005.

Aprovado pelo Conselho Consultivo e aceito para publicacio em 29.08.2006.

* Trabalho realizado no Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina e no Laboratdrio de Biologia Molecular da Disciplina de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia. Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil.

Conflito de interesse declarado: Nenhum

1

2

Mestrando em Dermatologia no Curso de Pos-Graduacao da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil. Bolsista CAPES.
Professor Doutor do Departamento de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Ceara - Fortaleza (CE), Brasil. POs-
Doutorado no Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - Sio Paulo (SP), Brasil.

Aluna de Iniciagao Cientifica, Graduanda de Biomedicina. Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo -
Sao Paulo (SP), Brasil.

Professor-associado da Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil.
Professora-associada da Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil.
Professora-associada do Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil.

©2006 by Anais Brasileiros de Dermatologia

An Bras Dermatol. 2006;81(5):433-41.



434 Hsieb R, Sousa FB, Firmiano A, Nunes FD, Magalbdes MHCG, Sotto MN.

INTRODUCAO

O melanoma é o mais maligno dos tumores
cutineos e acomete individuos predominantemente
na idade adulta, entre 30 e 60 anos de idade. A inci-
déncia de melanomas cutianeos, apesar dos avangos no
campo da prevengdo, tem aumentado.' Nos Estados
Unidos, a incidéncia desse tumor passou de 1:1.500
individuos, em 1953, para 1:100 individuos, em 1996.°

Cerca de 90% dos melanomas ocorrem na
superficie cutinea, e quase 2% surgem nas superficies
mucosas. Os sitios mais comuns para melanomas
mucosos sao a regido de cabeca e pescogo.
Melanomas mucosos, em geral, ocorrem com incidén-
cia anual de quatro casos por 10 milh6es de habitan-
tes, enquanto melanomas orais tém incidéncia de 1,2
caso por 10 milhoes de habitantes/ano.’

Os melanomas orais acometem individuos na
sexta e sétima décadas de vida. Os sitios anatdmicos
mais comuns sio palato duro, gengiva e mucosa
alveolar,” representando 0,5% das neoplasias da cavi-
dade oral. As séries de melanomas bucais recentemen-
te descritas tém nimeros pequenos de casos, como a
série de Garzino-Demo et al.,” com 10 casos num
periodo de 10 anos, e a de Buchner et al.,° com cinco
casos no total de 773 lesdes melanociticas solitarias
bucais, num periodo de 19 anos.

A dele¢io e mutacio do gene MTS1 (multiple
tumor suppressor 1) localizado no cromossomo
9p21, que codifica um inibidor da ciclina dependente
de quinase 4, p16, tém sido implicadas na tumorigé-
nese do melanoma e de outras neoplasias.” A perda de
expressao de p16 tem sido relacionada com a progres-
540 do melanoma familiar.” Entretanto, a perda parcial
ou incompleta de expressao de p16 é também verifi-
cada nos melanomas esporadicos.’

Pouco se conhece a respeito da tumorigénese
dos melanomas mucosos da cavidade oral. Na tentati-
va de compreender os mecanismos peculiares dessa
neoplasia, buscou-se verificar a existéncia de possiveis
alteracoes do gene p16, por meio da técnica da reacio
em cadeia da polimerase/polimorfismo conformacio-
nal de fita simples do DNA (PCR-SSCP), e a expressio
da proteina p16, pela andlise imuno-histoquimica, e
sua correlagio com melanomas cutaneos.

CASUISTICA E METODOS

Foram avaliados 36 espécimes de melanoma
primario. Sete eram de lesdes da cavidade oral (trés
do palato, trés do palato com extensao para o rebor-
do alveolar e um do labio inferior) e 29 de les6es cuta-
neas (seis casos de lentigo maligno melanoma de até
1mm de espessura, um caso de lentigo maligno mela-
noma de espessura superior a 1mm; cinco casos de
melanoma de tipo extensivo superficial de até 1mm
de espessura; seis casos de melanoma de tipo extensi-
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vo superficial de espessura superior a 1mm; quatro
casos de melanoma acral lentiginoso com espessura
de até Imm e sete casos de melanoma acral lentigino-
so de espessura superior a 1mm). Nenhum paciente
apresentava antecedentes familiares de melanoma.

Analise genética de p16

Foram obtidos entre 10 e 20 cortes de 10um
dos espécimes embebidos em parafina, colhidos em
laminas de vidro previamente lavadas em dlcool abso-
luto. Com o auxilio de limina de bisturi, o tecido
tumoral foi microdissecado dos cortes nao corados e
visualizado com lupa estereoscopica. Como referéncia
foram utilizados cortes seqiienciais, corados com
hematoxilina e eosina, de forma a auxiliar no momen-
to da microdissec¢do.'”"" O material dissecado, em
condicoes estéreis, foi transportado para tubos
Eppendorf para a extragao do DNA. Para tanto, os cor-
tes foram submetidos a desparafinizagio com xilol a
65°C e lavagem em cadeia descendente de etandis.

O material foi incubado em tampao de lise (Tris-
HCI 1M pH 8,0; EDTA 0,5M pHS; NaCl 1M; SDS 10%) e
proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) na con-
centracao de 500ug/uL. Os tubos foram mantidos em
banho-maria de trés a cinco dias a 55°C, até a comple-
ta dissolucao do corpo de fundo do tecido. Adicionou-
se proteinase K (10 a 30ulL na concentracio de
250ug/ul) em intervalos de 24 horas, e os tubos foram
invertidos, pelo menos uma vez ao dia. Fez-se a inativa-
cao da enzima por meio de temperatura de 95°C,
durante 10 minutos.”"

Foram adicionados aos tubos Eppendorf 200uL
de acetato de amdnio 4M (Synth, BR), para a precipi-
tagio da proteina. Fez-se agitagio por 20 segundos,
em velocidade maxima, em cuba com gelo, durante
cinco minutos, e centrifugacao a 15.000 x g, por trés
minutos. O sobrenadante, contendo o DNA, foi trans-
ferido para outro tubo de 1,5mlL. Para a precipitacao
do DNA foram adicionados 600uL de isopropanol.
Apds homogeneizacao, fez-se centrifugacao a 15.000 x
g por cinco minutos. O corpo de fundo dos tubos foi
lavado com etanol 70% e centrifugado a 16.000 x g,
por um minuto. Removido o etanol 70%, o corpo de
fundo do DNA foi dissolvido em 30-50uL de tampao
TE (Tris-HCL 10mM, pH 7,4 e EDTA 1mM, pH 8) e
mantido a 4°C até a quantificacao e detecgao da pure-
za em espectrofotdbmetro para utilizacio na PCR.

Obtidas as amostras de DNA dos casos avaliados,
fez-se a quantificagao espectrofotométrica (260/280nm)
em espectrofotdbmetro (DU 640, Nucleic Acid and Protein
Analyzer, Beckman, USA) utilizando 5uL. do DNA e 995uL
de solucao de TRIS/EDTA. A integridade do material foi
visualizada em gel de agarose 0,8% (massa/volume) con-
tendo 5ul. de brometo de etidio (GIBCO BRL, Life
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Technologies). Os DNAs foram diluidos para a concentra-
cao final de 100ng a partir do resultado obtido relativo a
concentracio do DNA, em cada caso.

A anilise de possiveis alteracoes do gene p16
foi realizada pela técnica de PCR-SSCP"

Os iniciadores (Quadro 1) foram desenhados
com base em seqiiéncia depositada no GeneBank
(nimero de acesso AF527803) utilizando o programa
GeneTool 1.0 (BioTools Incorporated, Alberta,
Canadd), para amplificar no maximo 200 pares de
bases (pb) dos exons 1, 2 ¢ 3 do gene p16.

As reacoes de PCR foram realizadas em termoci-
clador modelo PTC-100TM (Programmable Thermal
Controller, MJ Research, Inc.). Submeteu-se o material
durante dois minutos a 95°C, seguidos por 35 ou 38
ciclos de um minuto a 94°C, um minuto entre 60°C e
64°C (conforme o iniciador, quadro 1) e 40 segundos a
72°C, finalizando com uma extensao de 10 minutos a
72°C. A amplificacao de cada um dos casos foi verificada
pela passagem de 10uL do produto da PCR em gel de
agarose 1% (lg de NueSieve) GTG) agarose - FMC,
BioProducts, Rockland, Manie USA; 1g de Seakem) GTG)
agarose - FMC, BioProducts, Rockland, Manie USA;
100mL de TRIS-acetato/EDTA 10X, 4uL de brometo de
etidio) contido em uma cuba de eletroforese (OWL
Scientific Plastics, Inc., USA). Utilizaram-se 5ul de “Low
DNA Mass Ladder” (Life Technologies, Gibco BRL, U.S.)
para estimar a massa do exemplar de DNA dos casos e
para comparar a intensidade das bandas.

Constatada a amplificacao dos produtos de PCR
em gel de agarose, foi realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida (modificagio do método de Maniatis et
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al.”). Foi utilizado gel na concentracio de 8% (29,9ml
de H,O mili-Q, 2,6mL TAE 10X, 5,2mL de glicerol 50%,
14,3mL de acrilamida 30%, 520ul. APS 10% e 52uL
Temed) obtendo-se uma faixa efetiva de separacao de
60 a 400pb, abrangendo assim a faixa de tamanho dos
fragmentos do estudo. O produto da PCR foi misturado
aum tampao de corrida (formamida 98%, EDTA 10mM,
bromofenolblue 0,05% e xilenocyanol 0,05%) e coloca-
do a 95°C durante 10 minutos para a desnaturagio.
Ap6s seu resfriamento em gelo, a mistura foi aplicada
nas canaletas do gel, montado na cuba de eletroforese.
Em uma das canaletas foi aplicado o padrao de peso
molecular (Low DNA Mass Ladder, Life Tecnologies)
para a determinagao do peso molecular do fragmento
amplificado. A corrida foi feita em tampao TAE 1X,
durante aproximadamente cinco horas, a temperatura
ambiente (TA). Ap6s o término da corrida, o gel foi
corado pela prata e revelado para a visualizagio das
bandas do DNA. Inicialmente fez-se uma fixacio com
solucao de etanol 10% e acido acético 0,75% durante 20
minutos. Em seguida, procedeu-se a impregnacao pela
prata 0,2% durante 30 minutos, lavagem em dgua mili-
q durante dois minutos, revelacio em soluc¢ao de NaOH
3% e formaldeido 0,3% por no minimo 20 minutos. A
reacao foi finalizada com solucao de acido acético 10%
durante 10 minutos, lavagem em dgua mili-Q durante
10 minutos e secagem em papel celofane. Todos os pro-
cedimentos foram realizados na auséncia de luz, sob
agitagio a TA (método modificado de Bassan et al.").
Em todas as reacoes de PCR foram utilizados
controle positivo (caso de hiperplasia fibrosa inflama-
toria oral) e controle negativo, constituido por todos

Quapro 1: Estudo genético do gene p16. Seqiiéncia dos iniciadores utilizados segundo o exon e nimero
de pares de base

Exon  Iniciadores Seqiiéncia (5°- 3°)
1 P16G GGAGGGGCTGGCTGGTCAC
CGCACCTCCTCTACCCGACC
P16F CGGGGTCGGGTAGAGGAGGTGC
GCGCTACCTGATTCCAATCCC
2 P16E TGGAAACTGGAAGCAAATGTAGG
CGCGCCGTGGAGCAGCAG
P16D GGAGCCCAACTGCGCCGACCC
GCAGCCGCGCGCAGGTACCGT
P16C GCGGGGGGCACCAGAGGCAGTAA
CCGATTGGCGCGTGAGCTGAGG
3 P16B CCCCGGTCGCGCTTTCTCTG
CGTCCCTACCGGCATTGAAA
P16A CAAGAGAGGAGGGCGGGATGTG
CTACGAAAGCGGGGTGGGTTGT

Tamanho (pb) Ciclos T™ (°C)
181 38 64
173 35 60
198 35 60
198 35 64
186 35 62
195 35 60
197 35 62

pb- pares de base; TM — temperatura média
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0s reagentes presentes na reacao e isento de DNA.

A observacao e documentacao das reagoes foi
feita por transluminador de luz ultravioleta (UV -
Fotodyne, INC) e camera fotografica Polaroid (DS 4 —
Fischer Biotech), com filme Polaroid tipo 667. Em todos
os géis foi colocado, para interpretacio padriao, um mar-
cador de pb (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen).

Todos os géis foram “escaneados” e gravados
em formato TIFF, RGB, 300 dpis (preto-e-branco) no
programa AdobePhotoshop 5.0. Os resultados de
cada caso foram comparados ao do espécime de
hiperplasia fibrosa inflamatoéria oral. A analise foi rea-
lizada por trés observadores e se estabeleceram
padroes comparativos de anilise (do 1 ao 14). Todos
os procedimentos foram realizados em duplicata.

Demonstracao de expressao de proteina p16

Fez-se a demonstragao de possivel expressio da
proteina p16 por meio da técnica de imuno-histoquimi-
ca, com 0 anticorpo primario monoclonal p16™ Ab-4,
clone 16P04 Labvision (Fremont, CA, USA) diluido
1/40, precedida de exposicio antigénica com tampao
citrato pH 6,0 aquecido por microondas. Fez-se incuba-
cao com o anticorpo primario, durante uma noite, a
4°C e revelagao da reagao com o sistema LSAB-DAKO.
O cromégeno utilizado foi a 3,3 -diaminobenzidine
com niquel (DAB/Niquel). Omitiu-se a contracoloragio
para facilitar a vizualizacdo da reatividade nuclear.
Como controle positivo da reagao utilizaram-se frag-
mentos de nevo nevocelular.”"* Como controle negati-
vo da reacio, o anticorpo primario foi substituido por
solucio salina tamponada com fosfato. A expressao de
p16 foi considerada positiva quando mais de 10% das
células neoplasicas exibiam imunomarcac¢ao nuclear ao
exame de campos microscopicos de 400x."”

RESULTADOS

Os resultados da andlise molecular do gene
pl6 em sete melanomas da cavidade oral e 29 tumo-
res cutineos estio relatados abaixo e no quadro 2.
Nio houve amplificagio em dois dos espécimes de
melanoma de cavidade oral.

Exon 1

Ao se analisarem os padroes de migracio de
bandas referentes aos produtos de PCR do iniciador
pl6F, observou-se um unico padrio (padrio 10),
semelhante ao controle. Com o iniciador p16G obser-
varam-se quatro padroes de migracio de bandas:
padrio 11 (padrao normal semelhante ao controle) e
padroes 12, 13 e 14 (padrbes sugestivos de altera-
coes). Os melanomas da mucosa oral exibiram
padrio 13, e os tumores cutineos, independente-
mente de sua espessura, demonstraram padroes 12,
13 e 14 de migracio de bandas (Figura 1).
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Exon 2

Trés padroes de migracao de bandas foram
verificados com o iniciador p16C: o padrao 5 (padrio
normal semelhante ao controle) e os padroes 6 ¢ 7 (-
padroes sugestivos de alteracoes). Melanomas muco-
sos e melanomas cutineos extensivos superficiais
demonstraram os padroes 6 e 7 de migrac¢ao; os sub-
tipos lentigo maligno e acral lentiginoso apresenta-
ram apenas o padrio 6 de migracao. Os padroes 8 e
9, referentes ao iniciadores p16D e p16E, respectiva-
mente, foram semelhantes aos padroes exibidos pelo
controle (Figura 2).

Exon 3

Com o iniciador p16A, o mesmo padrio de
migracao de bandas (semelhante ao controle — padrao
1) foi encontrado tanto nos tumores de mucosa oral
quanto nos tumores cutaneos, nio demonstrando
assim qualquer indicio de alteracao dessa regiao do
gene. Com o iniciador p16B foram observados trés
padroes de migragao de bandas: padrao 2 (semelhan-
te ao controle) e padroes 3 e 4 (padroes sugestivos de
alteracao). O padrao 3 foi observado nos casos de len-
tigo maligno melanoma de espessura menor ou igual
a Imm. O padrio 4 foi encontrado nos melanomas de
tipo extensivo superficial, independente de sua espes-
sura. Todos os tumores mucosos exibiram o padrao 2
de migracao de bandas (Figura 3).

Demonstracao de expressao de proteina p16

No controle positivo representado por nevo
nevocelular, a expressao de p16 fez-se com padrio de
marcacao nuclear forte e, por vezes, marcagao cito-
plasmitica (Figura 4A). A imunomarcacao citoplasma-
tica nao foi considerada positividade de expressao de
p16 nos casos estudados.

Dos cinco melanomas mucosos apenas um
(caso 30) exibiu imunomarcacao nuclear em cerca de
30% das células neoplasicas (Figura 4B).

Dos 21 casos de melanoma cutaneo submetidos
a imuno-histoquimica para demonstracio da proteina
pl6, 17 apresentaram imunomarca¢iao nuclear consi-
derada positiva (i.e. acima de 10% de nucleos de célu-
las neoplésicas imunomarcados). Dos seis casos de len-
tigo melanoma de espessura de até 1mm, cinco apre-
sentaram expressao de pl6. O tnico caso de lentigo
maligno melanoma de espessura superior a Imm nao
exibiu imunomarcagao positiva. Quatro em cinco casos
de melanoma extensivo superficial delgado (de até
1mm de espessura) expressaram a proteina pl6. Os
quatro casos de melanoma extensivo superficial, com
espessura superior a lmm, marcaram-se pelo anticor-
po pl6. Um de dois casos de melanoma acral lentigi-
noso de até Imm de espessura exibiu imunomarcagao
para p16 (Figura 4C), e todos os trés casos de melano-
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QuaDRO 2: Andlise molecular de p16 pela técnica de PCR-SSCP e demonstracio da expressao de p16 por
técnica imuno-histoquimica em melanomas orais e cutineos

EXON 3 EXON 2 EXON 1 Proteina p16
Tipo Casos pl6A pl6B pl6C pl6D pl6GE P16F p16G
Melanoma 7 NA P2 P6* P8 NA NA NA Neg
Oral 8 P1 P2 P7* P8 P9 P10 P13* Neg
9 P1 NA P6* NA P9 NA NA NR
18 NA NA NA NA NA NA NA NR
29 P1 P2 P6* P8 P9 P10 NA Neg
30 P1 P2 P6* P8 P9 P10 NA Pos
36 NA NA NA NA NA NA NA Neg
L1 5 P1 P2 P6* NA P9 P10 P12* Pos
6 P1 P3* NA NA NA NA P13* Pos
10 NA NA P5 NA NA NA NA Neg
11 P1 P2 P6* NA NA NA NA Pos
15 NA NA NA NA NA NA P11 Pos
21 P1 P2 P6* P8 P9 NA P14* Pos
L2 4 P1 P2 NA P8 P9 P10 NA Neg
S1 14 P1 P4* P6* NA P9 P10 P13* Neg
17 P1 P2 P5 P8 P9 P10 P11 Pos
19 P1 P4* P7* P8 NA P10 P12* Pos
22 P1 NA P5 P8 P9 P10 P14* Pos
23 P1 NA P5 P8 P9 P10 P11 Pos
S2 3 P1 P2 P5 P8 P9 P10 P11 Pos
13 P1 P4* P6* P8 P9 P10 P13* Pos
20 P1 P4* P7* NA NA P10 P12* Pos
24 P1 NA P5 P8 P9 P10 P11 Pos
27 P1 P2 P5 NA P9 P10 NA NR
28 P1 NA P6* NA NA P10 NA NR
Al 16 P1 NA P6* NA NA NA P12* Neg
32 P1 P2 P6* NA P9 P10 NA Pos
33 P1 P2 P5 NA P9 P10 NA NR
35 NA NA NA NA NA NA NA NR
A2 1 P1 P2 P6* P8 P9 P10 NA NR
2 NA NA P5 P8 NA P10 NA Pos
12 NA NA P6* NA NA NA NA NR
25 P1 NA NA NA NA P10 P12* Pos
26 P1 P2 P6* NA P9 P10 NA Pos
31 P1 P2 P6* NA P9 P10 NA NR
34 NA P2 NA NA P9 NA NA NR

L1: Lentigo maligno melanoma inferior ou igual a Imm; L2: Lentigo maligno melanoma superior a Imm; S1: Melanoma extensivo super-
ficial inferior ou igual a 1mm; S2: Melanoma extensivo superficial superior a 1mm; Al: Melanoma acral lentiginoso inferior ou igual a
1mm; A2: Melanoma acral lentiginoso superior a Imm; NA: ndo amplificou; P1: Padriao 1 (semelhante ao controle); P2: Padrio 2 (seme-
lhante ao controle); P3* (indicio de alteracao); P4* (indicio de alteracao); P5: Padrao 5 (semelhante ao controle; P6*: Padrao 6 (indicio
de alteragao); P7*: Padrao 7 (indicio de alteracdo); P8: Padrio 8 (semelhante ao controle); P9: Padrio 9 (semelhante ao controle); P10:
Padrio 10 (semelhante ao controle); P11: Padrao 11 (semelhante ao controle); P12*: Padrao 12 (indicio de alteracao); P13*: Padrao 13
(indicio de alteragao); P14*: Padriao 14 (indicio de alteracao). NR: nao realizada. Controle da anilise molecular de p16: extrato de DNA
de espécime de hiperplasia fibrosa inflamatdria de mucosa oral. Pos: presenca de expressao de p16; Neg: auséncia de expressao de p16

ma acral lentiginoso espesso (espessura superior a
1mm) expressaram a proteina p16 (Figura 4D).
Comparando-se, nos mesmos tumores, os resulta-
dos da expressiao, ou auséncia de expressiao, de pl6
(pela técnica imuno-histoquimica) com os indicios de

alteracao observados pela analise molecular (Quadro 1),
observa-se que: trés dos quatro casos de melanoma de
mucosa oral com auséncia de expressio de proteina p16,
ao estudo imuno-histoquimico, apresentaram alteracio
na andlise molecular do gene p16. O caso com presenca
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FIGURA 1: Anilise molecular do gene p16 pela técnica de PCR/SSCP
com iniciadores do exon 1: 6) p16G - padrao 11 (semelhante ao
controle): casos 3, 15, 17, 23, 24; padrao 12: casos 5, 16, 19, 20,
25; padrao 13 (sugestivo de alteracao): casos 6, 8, 13, 14; padrao
14 (sugestivo de alteracao): casos 21, 22. 7) p16F — todos os casos

com padrao 10 (semelhante ao controle). LM: “Low Mass”;
Pb: Pares de bases; C: controle (hiperplasia fibrosa inflamatoéria);
C-: controle negativo

de expressao tecidual de p16 apresentou indicio de alte-
racao na andlise do exon 2 (p16C). Dos 17 espécimes de
melanoma cutidneo com expressao de pl6 evidenciada
pela técnica imuno-histoquimica, 11 apresentaram indi-
cio de alteracio de p16 pela andlise molecular realizada.
Seis casos com expressio de p16 nao apresentaram indi-
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FIGURA 2: Anilise molecular do gene p16 pela técnica de
PCR/SSCP com iniciadores do exon 2: 3) p16E — todos com
padrao 9 (semelhante ao controle); 4) p16D - todos com
padrao 8 (semelhante ao controle); 5) p16C — padrio 5 (semel-
hante ao controle): casos 2, 22, 23 e 24; padrao 6 (sugestivo de
alteracio): casos 1, 7, 9, 13, 14, 16 e 20; padrao 7 (sugestivo de
alteracao): casos 8 e 19. LM: Low Mass; Pb: Pares de bases; C:
controle (hiperplasia fibrosa inflamatéria); C-: controle negativo
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cio de alteracao do gene p16 a anilise molecular. Dos
quatro casos de melanoma cutineo com auséncia de
expressao de p16, dois apresentaram indicio de alteragao
a andlise molecular (casos 14 e 16).

DISCUSSAO

A anilise molecular de p16 revelou que parte
dos tumores analisados (71,42% dos melanomas
mucosos e 58,6% dos cutineos) apresentou indicios
de alteracao nos exons 1, 2 e 3 (ver Quadro 1). O
exon 2 foi o que mais freqientemente apresentou
indicio de alteracao, tanto nos tumores cutineos
quanto nOs tumores Mucosos.

Cinco em sete (71,42%) melanomas mucosos
estudados revelaram padriao sugestivo de alteracao
para o exon 2 (p16C), sendo quatro casos com padrio
6, e um com padrao 7. Um caso também apresentou
indicio de alteragao para o exon 1 (p16G - padrao 13).

Os melanomas mucosos s20 muito raros e repre-
sentam somente 0,5% das neoplasias da cavidade oral. As
séries de melanomas orais, recentemente descritas, apre-
sentam nimeros pequenos de casos.” Quanto ao estudo
genético de p16 nesse tipo de melanoma, hia somente o
trabalho de Chang et al.,” que realizaram o estudo gené-
tico de p16 numa linhagem de melanoma obtida de um
Gnico caso de melanoma primario de palato.
Observaram auséncia de transcricio de p16, pela analise
mediante a técnica de RT-PCR, na linhagem celular obti-
da a partir do tumor primario. Os resultados obtidos da
casuistica aqui apresentada mostram que a freqiiéncia de
indicios de alteracio na andlise genética de p16, pela
metodologia empregada, é alta (71,42%). Esse dado
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FIGURA 3: Andlise molecular do gene p16 pela técnica de PCR/SSCP
com iniciadores do exon 3: 1) p16B - padrao 2 (semelhante ao
controle): casos 3, 4, 5, 7, 8, 17, 26, 27; padrao 3 (sugestivo de

alterac2o): caso 6; padrao 4 (sugestivo de alteracao): casos 13, 14,

19, 20. 2) p16A - padrao 1 (semelhante ao controle): casos 3, 5, 6,

8, 17, 19, 20, 22, 25, 26, 27. LM: Low Mass; Pb: Pares de bases; C:
controle (hiperplasia fibrosa inflamatéria); C-: controle negativo
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FIGURA 4: Demonstra¢io de expressao da proteina p16 por técnica
imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal anti p16. A — Nevo
nevocelular (controle positivo). Nicleos imunomarcados em
negro e leve marcacao citoplasmaitica. B — Melanoma oral (caso
30). Imunomarcagio nuclear de melandcitos neopldsicos.

C — Melanoma cutaneo delgado (caso 32). Nucleos de melandcitos
atipicos imunomarcados em negro. D — Melanoma cutineo com
espessura superior a Imm (caso 12). Imunomarcacao nuclear em
negro e pigmento meldnico citoplasmatico castanho

sugere a participacio de possiveis alteracoes do gene p16
na patogenia do melanoma esporadico de mucosa oral.

Um dos sete espécimes de melanoma oral (caso
36) nao apresentou amplificacio para as seqiiéncias
analisadas. Talvez isso se deva ao fato de que foi utili-
zado material recuperado de espécimes submetidos as
técnicas histologicas de rotina (fixado em formol e
embebido em parafina) com a possibilidade de algu-
ma interferéncia durante o processamento.

Entre os 29 melanomas cutineos foram observa-
dos 14 casos com indicio de alteragdo para o exon 2
(p16C), sendo 12 casos com padrao 6, e dois com
padrio 7. Cinco em 29 casos de melanoma cutianeo exi-
biram indicios de alteracio para o exon 3 (p16B), um
com padrio 3 e quatro com padrao 4. Indicios de alte-
racao para o exon 1 foram observados em 10/29 casos
de melanomas cutaneos (cinco casos com padrao 12;
trés, com padrio 13; e dois, com padrio 14).

Quando se correlaciona o encontro de indicio de
alteracao com o tipo histologico e microestadiamento
dos melanomas cutaneos, verifica-se que quatro casos
de lentigo maligno melanoma de até 1mm de espessu-
ra apresentaram indicio de alteracao (dois casos para o
exon 2 e 1; um caso para o exon 3 e 1; € um caso para
o exon 2). O unico caso de lentigo maligno melanoma
com mais de Imm de espessura niao apresentou indicio
de altera¢ao a analise genética de p16. Dois casos de
melanoma maligno de tipo extensivo superficial de até
Imm de espessura apresentaram indicio de alteragao
com os exons 3, 2 e 1, assim como dois casos do mesmo
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tipo histolégico com mais de 1mm de espessura. Neste
altimo grupo, um caso apresentou indicio de alteragao
de p16 com o exon 2. O grupo de melanoma de tipo
acral lentiginoso apresentou indicio de alteraciao a ana-
lise com o exon 2 e 1; sendo que um caso de até Imm
de espessura apresentou indicio de alteragao para o
exon 2 e exon 1 e, um somente para o exon 1. Cinco
casos acrais lentiginosos, com espessura superior a
1mm, apresentaram indicio de alteracao: quatro para o
exon 2, e um para o exon 1.

Em resumo, a andlise genética de p16 nos mela-
nomas cutineos revelou indicio de alteracao em quatro
de seis (66%) casos de lentigo maligno melanoma de até
1mm de espessura; trés de cinco (60%) casos de mela-
noma maligno de tipo extensivo superficial de até Imm
de espessura; trés de seis (50%) casos de melanoma
maligno de tipo extensivo superficial superior a Imm de
espessura; dois de quatro (50%) melanomas acrais lenti-
ginosos de até 1mm de espessura e cinco de sete
(71,4%) melanomas acrais lentiginosos de espessura
superior a Imm. A frequiéncia de encontro de indicios
de alteraciao de p16 na totalidade dos casos de melano-
ma cutineo estudados foi de 58,6% (17 de 29 casos).

Considerando-se a totalidade dos casos de
melanoma estudados (n=306) verifica-se também a
maior freqiiéncia de indicio de alteragio do exon 2 de
p16 (19 de 306 casos, frequéncia de 52,77%), seguida
pelo exon 1 (11 de 36 casos, freqiiéncia de 30,55%) e
exon 3 (cinco de 36 casos, freqiiéncia de 13,88%).
Lamperska et al.*' relatam que a maioria das mutagoes
de p16 descritas no melanoma maligno é do exon 2.

A presente casuistica é representada por mela-
nomas malignos esporadicos, isto é, sem historia de
melanoma maligno familiar. O gene p16 é considera-
do o gene de susceptibilidade ao melanoma devido a
sua frequente inativacdo nos melanomas malignos
familiares.” Entretanto, a perda parcial ou incompleta
de expressao de p16 é também verificada nos melano-
mas esporadicos.” Outros autores, entretanto, refe-
rem que mutagao do gene CDKN2A ¢ pouco frequien-
te no melanoma maligno esporidico.”*

Neste estudo nao houve correlacao entre as
freqiiéncias de indicio de alteracio de pl6 com a
espessura das lesdes cutineas. Os melanomas de até
1mm de espesssura dos diferentes tipos histolégicos
apresentaram freqiiéncia de indicios de alteracao de
60% (nove de 15 casos), e nos de espessura superior
a Imm esta foi de 50% (sete de 14 casos). Cachia et
al."' nao observaram anomalias a andlise de p16 pela
técnica de PCR-SSCP ao comparar dois grupos de
melanoma maligno primario (19 casos com espessura
de até 0,75mm a 20 casos com espessura superior a
3mm). Concluiram que a mutag¢ao de p16 é rara tanto
nos melanomas delgados como nos espessos. Esses
autores realizaram microdisseccao do tecido por téc-
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nica semelhante a aqui empregada. Ressaltam que a
possibilidade de contaminag¢io do material assim
obtido, por tecido normal adjacente ao tumor, é infe-
rior a 25% para os tumores delgados e inferior a 10%
para os tumores mais espessos.

Optou-se por comparar melanomas de até
Imm e de espessura superior a Imm, uma vez que
essa medida do microestadiamento é considerada
linha de corte para a conduta terapéutica, no que diz
respeito as margens de seguranca e pesquisa de lin-
fonodo sentinela.”

A expressao de pl6 observada com a técnica
imuno-histoquimica demonstrou padrio de marca-
¢io nuclear e citoplasmatica no controle positivo
(nevo nevocelular). Esse padrio de expressio é rela-
cionado com a proteina p16 selvagem."” Entretanto,
nio se considerou a positividade citoplasmatica para
a analise semiquantitativa dos casos estudados. A
expressao de p16 foi observada somente em um caso
de melanoma oral (caso 30). Ao contrario, Tanaka et
al.” verificaram expressao tecidual de p16 em sete de
13 casos de melanoma oral.

Nos melanomas cutineos nao foram encontra-
das diferencas na expressao de proteina p16 entre os
casos delgados (10 de 13 ou 76,9%) e os melanomas
espessos (sete de oito ou 87,5%). Esses resultados
estdo de acordo com os de Ghiorzo et al.,"” que tam-
bém nao encontraram diferenca de expressao de p16
ao comparar melanomas iz situ, melanomas prima-
rios invasivos e metastaticos.

Observou-se em alguns casos de melanoma
cutineo imunomarcagio citoplasmatica, além da
nuclear, pelo p16, semelhante aos achados de Radhi’**
e Mihic-Probst et al.” Em células normais ocorre
expressao de p16 tanto nuclear como citoplasmatica.
A expressiao somente nuclear estaria relacionada com
provivel mutag¢io alélica do gene p16."

Ao se compararem os resultados da expressao,
ou auséncia de expressao, de pl6 com os indicios de
alteragao observados pela anilise molecular, nos mes-
mos tumores, observa-se expressao de proteina pl6
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