Braz J Otorhinolaryngol. 2018;84(3):393-397

Brazilian Journal of

OTORHINOLARYNGOLOGY

www.bjorl.org

RELATO DE CASO

Genomic profile of a squamous cell carcinoma

Check for

ex pleomorphic adenoma compared to a head
and neck squamous cell carcinoma*™

Perfil gendmico de um carcinoma espinocelular ex-adenoma pleomoérfico
comparado com um carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco

Fernanda Viviane Mariano®*, Luis Fernando Vidal Saccomani?, Karina Giovanetti?,
André Del Negro®, Luiz Paulo Kowalski¢, Ana Cristina Victorino Krepischi®

e Albina Altemani?®

@ Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Faculdade de Ciéncias Médicas, Departamento de Patologia, Campinas, SP, Brasil
b Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Faculdade de Ciéncias Médicas, Cirurgia de Cabeca e Pescoco, Campinas,

SP, Brasil

¢ AC Camargo Cancer Center, Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco, Séo Paulo, SP, Brasil
d Universidade de Sdo Paulo (UNIFESP), Instituto de Biociéncias, Departamento de Genética e Biologia Evoluciondria, Sdo Paulo,

SP, Brasil

Recebido em 6 de outubro de 2015; aceito em 13 de novembro de 2015

Disponivel na Internet em 4 de julho de 2017

Introducao

O carcinoma espinocelular (CEC) é a neoplasia mais fre-
quente em cabeca e pescoco e cavidade oral. Ele é o sexto
cancer solido mais comum e afeta mais de 900.000 pessoas
em todo o mundo a cada ano. O carcinoma espinocelular
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oral (CECO) é o maior subgrupo de CECCP, causa anualmente
7.400 mortes nos EUA." Devido a alta prevaléncia e agres-
sividade, o CECCP tem sido estudado por varias técnicas
moleculares e citogenéticas. Os desequilibrios cromossomi-
cos relatados com mais frequéncia no CECCP sao: 3p, 4, 5q,
8p, 9p, 11, 13q e 18q (perdas) e 3q25-26, 5p, 8q24, 9q22-34,
11q13, 14924, 16p, 19p, 20q24 e 22q (ganhos).’

O componente carcinomatoso do ex-adenoma pleomor-
fico (EXAP) engloba uma variedade de tipos histologicos de
tumor, tais como adenocarcinoma, carcinoma mioepitelial,
carcinoma epitelial-mioepitelial, carcinoma sarcomatoide e
carcinoma do ducto salivar.? Muitos estudos epidemiologicos
sobre a incidéncia do EXAP mostraram poucos ou nenhum
caso com um componente carcinomatoso.

Apesar de haver relatos de numerosas alteracoes cro-
mossomicas em CEC de outros locais, nao ha relato
de desequilibrios cromossomicos especificamente para o
carcinoma espinocelular, ex-adenoma pleomorfico (CEC-
-EXAP). O objetivo deste estudo foi identificar alteracoes
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Carcinoma espinocelular ex-adenoma pleomorfico. (A, B) Adenoma pleomoérfico residual. A, Area de adenoma pleomoérfico

mostra extensa hialinizacdo do estroma. B, Poucas estruturas ductais revestidas por células sem caracteristicas atipicas podem ser
vistas. (C, D) Componente carcinomatoso. C, Um carcinoma espinocelular francamente invasivo é o componente maligno do tumor.
D, Detalhe do componente maligno mostra ilhas formadas por células com diferenciacdo escamosa.

cromossomicas associadas ao CEC-EXAP e compara-las com
dados de literatura sobre o CECCP.

Relato de caso

Dados clinicopatologicos

O caso foi encaminhado ao nosso departamento para
avaliacao histopatoldgica. O sexo e a idade do paciente sao
desconhecidos. O paciente apresentou-se com um tumor em
glandula pardtida que havia sido notado havia dez anos.
O tumor foi ressecado cirurgicamente e o exame histolo-
gico mostrou areas de adenoma pleomorfico (AP) e CEC
que surgiam no AP (fig. 1). As células tumorais apresen-
tavam formacao de pérolas de queratina e invadiam os
tecidos adjacentes a glandula parotida. A neoplasia foi
classificada como um CEC-EXAP francamente invasivo. O
paciente desenvolveu metastase a distancia nos pulmoes,
mas a informacdo sobre o acompanhamento nao estava
disponivel.

Analise de array-CGH

As alteracoes somaticas do niumero de copias detectadas
na amostra do CEC-EXAP sao detalhadas na tabela 1, bem
como os genes conhecidos afetados pelo cancer, de acordo
com o Cancer Gene Census Sanger (https://www.sanger.
ac.uk/research/projects/cancergenome/census.html).

O presente caso exibiu um padrdao gendomico complexo,
com varias alteragdes do numero de copias. As perdas foram
detectadas em 1p, 8p, 17p e 18q e os ganhos foram identi-
ficados em 1p, 6, 8q, 11q, 17q, 19q e 22q (fig. 2A).

Trés regides que exibiam alteracdes com alto nimero de
copias (amplificagoes) foram detectadas em 11q14.3q22.1,
11922.1q22.3 (fig. 2B) e 19p13.2 (fig. 2C). Entre outros
genes, essas amplificacoes envolvem os genes conhecidos
do cancer, MAML2, BIRC3 e LYL1.

Discussao

Mariano et al. (2013)? relataram um caso de CEC-EXAP (2,6%)
em 38 casos de EXAP da populacao brasileira. De acordo com
nossa pesquisa, foram descritos somente casos esporadicos
que mostravam CEC como o componente maligno de EXAP e
enfatizavam as caracteristicas clinicas e morfologicas.

O CEC origina-se a partir do componente epitelial do AP
e de lesoes que surgem das glandulas salivares menores e é
importante demonstrar que nao ha continuidade dos nichos
do CEC com a mucosa bucal. No presente caso, areas de AP
residual foram associadas a um CEC amplamente invasivo
de tecidos moles em torno da glandula parétida. Metastases
distantes foram observadas em nosso caso. Isso sugere que
o CEC pertence ao grupo de EXAP agressivo. Propds-se que
o EXAP seja, na verdade, uma categoria de tumores, e nao
um Unico tumor, pois os carcinomas tanto agressivos quanto
indolentes podem surgir de um AP.

Agressividade local, taxa elevada de recidivas precoces
e taxa reduzida de cinco anos de sobrevida nao superior a
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Tabela 1  Alteracdes do nimero de copias somaticas detectadas por array-CGH em um caso de CEC-EXAP
Coordenadas cromossomicas Tipo de evento Tamanho Citobanda Genes (n) Genes
(Hg19) (Mb) cancerigenos
conhecidos (CGCS)
chr1:783,108-10,814,886 Ganho 10,0 1p36.33 - p36.22 162 TNFRSF14,
PRDM16, RPL22,
CAMTA1
chr1:55,751,323-74,536,392 Perda 18,7 1p32.3 - p31.1 94 JUN, JAK1
chr1:106,671,417-121,354,529 Perda 14,6 1p21.1 - p11.2 171 RBM15, TRIM33,
NRAS, FAM46 C,
NOTCH2
chr6:122,468-21,138,924 Ganho 21,0 6p25.3 - p22.3 126 IRF4, DEK
chr6:147,333,160-170,923,962 Ganho 23,5 6q24.3 - q27 154 EZR, FGFR10P,
MLLT4
chr8:239,745-43,440,193 Perda 43,0 8p23.3 - p11.1 364 PCM1, WRN,
WHSC1L1, FGFR1,
HOOK3
chr8:93,473,949-109,349,316 Ganho 15,8 8q22.1 - g23.1 94 COx6C
chr11:84,971,351-92,399,403 Ganho 7,4 11q14.1 - q14.3 43 PICALM
chr11:92,410,361-99,634,930 Amplificacao? 7,0 11q14.3 - q22.1 48 MAML2
chr11:99,645,163-104,334,763 Amplificacao® 4,6 11922.1 - q22.3 29 BIRC3
chr17:9,134,319-22,224,426 Perda 13,0 17p13.1 - p11.1 165 GAS7, MAP2K4
chr17:46,160,506-59,942,017 Ganho 13,7 17921.32 - q23.2 177 COL1A1, HLF,
MSI2, CLTC, BRIP1
chr18:18,440,032-78,062,375 Perda 59,6 18q11.1 - g23 278 ZNF521, SS18,
MALT1, BCL2
chr19:12,951,065-13,396,186 Amplificacao? 0,4 19p13.2 19 LYL1
chr19:28,039,051-59,128,983 Ganho 31,0 19911 - q13.43 1123 CCNE1, CEBPA,
AKT2, CD79A,CIC,
BCL3, CBLC,
ERCC2, KLK2,
PPP2R1A, ZNF331,
TFPT
chr22:31,865,770-43,582,078 Ganho 11,7 22q12.2 - q13.2 205 MYH9, PDGFB,
MKL1, EP300

@ Alto nimero de ganhos de copias.

50% sao aspectos clinicos caracteristicos do CEC. O CECO
causa 7.400 mortes nos EUA a cada ano.' Portanto, durante
as duas Ultimas décadas, abordagens de triagem do genoma,
como a hibridizacao gendmica comparativa (CGH) do cro-
mossoma, foram aplicadas para descobrir a base molecular
da carcinogénese desse tumor.

Um perfil gendmico complexo das alteracdes do nimero
de copias do CECCP foi descrito na literatura, inclusive per-
dasem 3p, 4, 5q, 8p, 9p, 11, 13q e 18q e ganhos em 3q25q26,
5p, 8424, 9922q34, 11q13, 14924, 16p, 19q, 20q24 e 22q."
O presente caso também mostrou um perfil genémico com-
plexo com varias alteracdes do nimero de copias, mas com
um padrao diferente em comparacao com o CECCP, prova-
velmente devido a linhagem celular distinta. Curiosamente,
existem varias regides discretas de perda em 3p no CECCP."3
Embora as investigacdes citogenéticas tenham sugerido que
a perda em 3p seja uma alteracdo gendmica importante
no CECCP, nosso caso nao apresentou essa alteracao. Con-
tudo, algumas semelhancas entre CECCP e nosso caso foram
encontradas, como perdas em 8p23 e 18q11 e ganhos em
8q22.1, 19q e 22q. Essas alteracoes podem ser especificas

da diferenciacao das células escamosas e contribuir para o
comportamento agressivo.>

Sugeriu-se que, em CECCP, os ganhos em 3g26 e 11q13 e
delecoes em 8p23 e 22q poderiam ser marcadores valiosos
de doenca agressiva." A perda em 8p23 no presente caso
envolve genes importantes relacionados ao cancer, como
PCM1, WRN, WHSCILI, FGFR1 e HOOK3. Por outro lado,
sugeriu-se que ganhos cromossomicos em 1q e 16q, bem
como perdas cromossomicas em 18q, representam marcado-
res prognosticos em CECCP."* Também encontramos perda
em 18g que envolveu genes relacionados ao cancer, como
ZNF521, SS18, MALT1 e BCL2. Além disso, observamos em
nossa amostra um ganho em 8q22.1q23.1. Nesse intervalo
genomico, o gene YWHAZ foi mapeado, um proto-oncogene
candidato do CECCP.

Também identificamos novos achados nao relatados ante-
riormente para o CECCP, tais como perdas em 1p32,
1p21 e 17p13.1 e ganhos em 1p36.33, 6p25.3, 6q24,
11914 e 17921.32. A perda em 1p32 esta associada ao
desenvolvimento do carcinoma adenoide cistico' e 1p36
é frequentemente deletado em canceres humanos. Entre
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Figura 2  Alteragdes do numero de copias detectadas por array-CGH no caso de CEC-EXAP. A, Perfil gendomico de array-CGH exibe
todas as alteracdes do nimero de copias identificadas neste caso. O eixo x representa sondas ordenadas de acordo com as posicoes
genomicas dos cromossomos 1p a Xq (cada cromossomo € marcado com uma cor diferente). O eixo y indica os valores de referén-
cia/teste log2 (ganhos e perdas gendmicas estao agrupados acima ou abaixo da linha de base 0, respectivamente; imagens adaptadas
do software Nexus Copy Number 7.0, Biodiscovery). O quadro vermelho indica cromossomos que abrigam rearranjos genémicos de
perdas ou ganhos: 1, 6, 8, 11, 17, 18, 19 e 22. As setas mostram as regides de ampliacdes gendmicas nos cromossomos 11 e 19. B,
Perfil de array-CGH do cromossomo 11 mostra em detalhe as duas regides com alto ganho de nimero de cdpias (amplificacdes): em
11q14922.1 (7 Mb) e em 11q22.1-q22.3 (4,6 Mb) (seta azul em A). C, Perfil de array-CGH do cromossomo 19 exibe uma regiao de

amplificacdo genémica em 19p13.2 (0,4 Mb) (seta vermelha em A).

essas regides de desequilibrio, a perda em 1p21.1 parece
particularmente interessante, porque envolve varios genes
relacionados ao cancer." A sobre-expressdo do gene DEK
(6p25.3) esta associada ao adenocarcinoma gastrico e de
mama,* bem como o EZRIN desempenha um papel em ade-
nocarcinoma colorretal, pancreatico, gastrico e outros.’

Vale destacar que detectamos trés ampliacdes genomicas
que envolviam as regides em 11q14.3q22.1, 11q22.1q22.3 e
19p13.2. Essas amplificacoes podem abrigar genes relevan-
tes que estimulam a carcinogénese e MAML2, BIRC3 e LYL1
sdo genes conhecidos do cancer mapeados nessas regioes.

MAML2 (11q14.3922.1) (Mastermind-like 2) desempenha
um papel como coativador transcricional para o receptor
de Notch e foi relatado como rearranjado com CRTC1 e
CRTC3 em carcinomas mucoepidermoides.® Em nosso caso,
o diagnéstico de carcinoma mucoepidermoide que surge em
um AP foi descartado no exame histolégico, pois o0 compo-
nente maligno nao continha células mucosas. MAML2-CRTC1
e MAML2-CRTC3 nao foram encontrados em carcinoma ade-
noescamoso, CEC ou qualquer outro carcinoma da glandula
salivar.® MAML2 amplificado induz a transcricdo do gene HES-
1 (um gene alvo de Notch), que regula a expressao de fatores
de transcricao especificos do tecido que influenciam a linha-
gem e outros eventos. Essa amplificacdo é descrita com
baixa frequéncia em canceres de varios locais, mas ndo em
CECCP.

Outro gene amplificado, BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat
Containing 3), codifica um membro da familia de proteinas
inibidoras de apoptose (IAP). A amplificacao que envolve o
BIRC3 foi detectada em cancer pancreatico, osteossarcoma,
leucemia mieloide aguda, carcinoma mamario, cancer do
pulméo, cancer cervical e CEC.” Verificou-se que BIRC3 pode

aumentar a sobrevida de células cancerigenas e a progres-
sao do cancer. Isso sugere que os tratamentos que visam
ao produto desse gene podem oferecer opgdes terapéuti-
cas Uteis. O gene LYL1 (Lymphoblastic Leukemia associated
hematopoiesis regulator 1) representa um fator basico de
transcricdo hélice-alca-hélice que codifica uma proteina
com influéncia na maturacdo dos vasos sanguineos e na
hematopoiese.? Acreditamos que a amplificacdo do LYL1 em
tumores de glandulas salivares pode contribuir para a onco-
génese.

Ha relatos de que tanto AP quanto EXAP tém anormalida-
des cromossomicas altamente especificas relacionadas aos
genes PLAG1 e HMGA2. Rearranjos desses genes (rearranjos
em 8q12 afetam o gene PLAG1 e rearranjos em 12q14-15
afetam o gene HMGA2) foram implicados na génese do AP e
EXAP. No entanto, embora essas alteracées cromossomicas
sejam frequentes nesses tumores, elas nao sao detecta-
das em todos eles.” No presente caso, ndo encontramos
amplificacao dos genes PLAG1 ou HMGA2. Isso sugere que
o tumor provavelmente pertence aqueles que nao tém essa
alteracao cariotipica.

Conclusao

O CEC-EXAP mostrou um padrao complexo de alteracdes do
nimero de copias que tem algumas semelhancas com o do
CECCP. E provavel que essas anormalidades cromossdmicas
possam estar envolvidas no desenvolvimento do fendtipo
escamoso e no comportamento agressivo do CEC-EXAP.
No entanto, ampliacdes genomicas de genes cancerige-
nos conhecidos, como LYL1, BIRC3 e MAML2, detectados
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apenas no CEC-EXAP, podem ter importancia para o processo
de transformacao maligna do AP. Essas Ultimas alteracdes
podem ser marcadores clinicamente relevantes para o diag-
nostico de CEC-EXAP.
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