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Santos JLTF. Andlise de imunofluorescéncia de H3K9 e H2AX em lesdes displasicas
orais [Trabalho de Conclusdo de Curso — Graduacgdo em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

Desordens potencialmente malignas orais (DPMO) sao apresentacdes clinicas que
apresentam um risco aumentado de desenvolvimento de cancer. Atualmente, o grau
de displasia epitelial € baseado em alteracdes epiteliais arquitetdnicas e citologicas e
é utilizado para prever a transformacdo maligna dessas les6es. No entanto, prever
qgual DPMO ir4 de fato progredir para um tumor maligno € muito desafiador. Neste
sentido, os infiltrados inflamatérios podem favorecer o desenvolvimento de um cancer,
e estudos recentes sugerem que essa associacdo com DPMO pode estar relacionada
a etiologia elou comportamento clinico agressivo dessas lesfes. Alteracbes
epigenéticas, como modificacdes de histonas, podem mediar a inflamacéao cronica e
também favorecer as células tumorais na resisténcia e evasdo imunoldgica. Este
estudo teve como objetivo avaliar a relacdo entre acetilacdo de histonas (H3K9ac) e
danos ao DNA no contexto de lesbes displasicas com inflamagcdo cronica
proeminente. Neste estudo, leucoplasias orais (LO, n=24) classificada como “baixo
risco” (n=12) e “alto risco” (n=12) e hiperplasia fibrosa inflamatéria (n=10), como grupo
controle, foram submetidas a analise de imunofluorescéncia para avaliagdo dos niveis
de acetilacéo de histonas e danos ao DNA através da fosforilagdo de H2AX (YyH2AX).
Os resultados deste estudo demonstraram que nas amostras de LO classificadas
como de “alto risco” as células inflamatérias subepiteliais foram bem mais frequentes
do que nas amostras classificadas como de “baixo risco”. Adicionalmente, lesbes
displasicas orais mostraram hipoacetilacdo de H3K9 e baixos niveis de yH2AX em
comparacdo ao controle. Concluimos que a presenca de inflamacédo cronica
associada a lesdes displasicas € capaz de promover alteracdes epigenéticas, que por
sua vez podem favorecer o processo de transformacdo maligna.

Palavras — chave: Medicina bucal. Neoplasias bucais. Leucoplasia pilosa.
Leucoplasia.
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ABSTRACT

Potentially Malignant Oral Disorders (PMODSs) are clinical presentations that bear an
increased risk of cancer development. Presently, the degree of epithelial dysplasia is
based on architectural and cytological epithelial alterations and is utilized to predict the
malignant transformation of these lesions. However, predicting which PMOD will
indeed progress to a malignant tumor is highly challenging. In this regard, inflammatory
infiltrates may foster cancer development, and recent studies suggest that this
association with PMODs may be related to the etiology and/or aggressive clinical
behavior of these lesions. Epigenetic changes, such as histone modifications, may
mediate chronic inflammation and also favor tumor cells in resistance and immune
evasion. This study aimed to evaluate the relationship between histone acetylation
(H3K9ac) and DNA damage in the context of dysplastic lesions with prominent chronic
inflammation. In this study, oral leukoplakia (OL, n=24) classified as "low risk" (n=12)
and "high risk" (n=12) and inflammatory fibrous hyperplasia (n=10), as a control group,
underwent immunofluorescence analysis to assess histone acetylation levels and DNA
damage through phosphorylation of H2AX (yH2AX). The results of this study
demonstrated that in samples of OL classified as "high risk," subepithelial inflammatory
cells were much more frequent than in samples classified as "low risk.” Furthermore,
oral dysplastic lesions showed H3K9 hypoacetylation and low levels of yH2AX
compared to the control. We conclude that the presence of chronic inflammation
associated with dysplastic lesions can promote epigenetic changes, which in turn may
favor the malignant transformation process.

Keywords: Oral medicine. Mouth neoplasms. Leukoplakia, Hairy, leukoplakia.
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1 INTRODUCAO

A presenca de desordens potencialmente malignas orais (DPMO) indica um
risco aumentado de desenvolver cancer de labio ou cavidade oral durante a vida do
paciente; apesar disso, apenas uma pequena proporcédo destas lesbes realmente
progride para um céancer®. Considerando todos as DPMO, a taxa global de
transformacdo maligna estimada é de 7,9%2. Analise histopatolégica de bidpsias
DPMO pode mostrar evidéncias de displasia epitelial que fornece informacdes
importantes sobre o progndstico da condicdo®4. No entanto, prever quais lesdes
DPMO irdo de fato progredir para um tumor maligno € muito desafiador.

A displasia epitelial € um espectro de alteracOes epiteliais arquitetdnicas e
citologicas causada pelo acumulo de alteracdes genéticas e esta associada a um risco
aumentado de progressdo para carcinoma espinocelular oral (CEC)'*. O
estabelecimento do grau de displasia epitelial em DPMO €& baseado nas
caracteristicas celulares epiteliais individuais e nas mudancas arquitetbnicas que
ocorrem no tecido epitelial*. Consequentemente, o termo displasia epitelial é aplicado
a uma lesao na qual parte ou toda a espessura epitelial € substituida por células que
apresentam graus variados de atipia celular®. Neste sentido, o sistema de trés graus
e o0 sistema binario sdo atualmente as principais ferramentas aplicadas propostas para
prever a transformacdo maligna em DPMO?“ Os eventos epigenéticos sido
responsaveis por regular a expressao génica sem alterar a sequéncia de nucleotideos
do DNA, e pode ser observada durante a transformacdo maligna e carcinogénese®. A
acetilacdo de histonas € um dos eventos epigenéticos mais estudados e parece
influenciar véarios processos celulares importantes, como a progressao do ciclo celular,
reparo de DNA e apoptose®®. As respostas imunolégicas podem suprimir a
tumorigénese, mas também contribuem para o inicio e progressdao do cancer,
sugerindo uma interacdo complexa entre o sistema imunologico e o cancer. As células
cancerosas utilizam o silenciamento epigenético de genes relacionados ao sistema
imunoldgico para escapar da resposta imune. Lesdes inflamatorias crénicas como
como liquen plano oral, leucoplasia, es6fago de Barrett e doencas inflamatérias
intestinais estdo associados a transformacdo maligna®. Assim, parece importante
estudar a participacdo do infiltrado inflamatério nos processos celulares das lesbes

displasicas com o potencial de sofrer transformagdo maligna.



Neste contexto, o sistema imunoldgico pode identificar e destruir células pré-
neoplasicas em um processo chamado imunovigilancia do cancer, que funciona como
uma importante defesa contra o desenvolvimento do cancer!®'2, Recentemente,
dados obtidos de investigacbes em modelos tumorais em camundongos e em
humanos com cancer oferecem evidéncias convincentes de que certos tipos de
células do sistema imunolégico, moléculas efetoras e vias especificas de imunidade
inata e adaptativa podem as vezes funcionam coletivamente como mecanismos
extrinsecos de supressao de tumor. No entanto, o sistema imunoldgico também pode
promover a progressao do tumor por meio de um mecanismo chamado escape, na
qual células pré-cancerosas ou cancerosas promovem a evaséo imunoldgical®34,
Assim, surgiu o conceito de imunoedicéo do cancer, o qual é constituido de trés fases.
Compreende a fase de eliminacdo, aquele em que o sistema imunoldgico reconhece
e mata as células malignas; a fase de equilibrio, na qual uma selecdo imunologica de
células tumorais ocorre em decorréncia de uma imunogenicidade reduzida; e a fase
de escape do desenvolvimento do tumor, na qual o sistema imunologico atua

favorecendo a progressao tumoral®.

O conceito de imunovigilancia tumoral pressupde que o sistema imunoldgico
pode reconhecer células potencialmente malignas e, ha maioria dos casos, destrui-
las antes que se tornem clinicamente aparente. Se a imunovigilancia desempenha um
papel importante na supressdo tumoral, entdo poderiamos supor que 0s pacientes
com DPMO exibiriam respostas imunoldgicas vigorosas para eliminar essas células
anormais. Por outro lado, o infiltrado inflamatério também pode impactar os
gueratindcitos orais, resultando em alteracdes que podem favorecer os fenotipos
tumorais e a transformacdo maligna do DPMO. No entanto, estudos que avaliam a
participacdo do infiltrado inflamatério no processo de transformacdo maligna do

displasico as lesdes sdo escassos.



2 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a relacéo entre a acetilacdo de
histonas (H3K9ac) e danos no DNA no contexto de lesdes de displasia com

inflamagé&o crénica proeminente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Para validar a pesquisa é importante definir alguns temas como as DPMPOs

e a epigenética.

3.1 Desordens Potencialmente Malignas e Carcinoma Espinocelular

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sao apresentagdes
clinicas que possuem risco aumentado de transformagao maligna, seja em uma lesao
clinicamente definida ou em uma mucosa clinicamente normal®®. Sao consideradas
como as principais DPMOs a leucoplasia, eritoplasia, eritroleucoplasia, queilite
actinica, liquen plano, queratose do tabaco sem fumaga, lesdes no palato associadas
ao fumo invertido, candidiase cronica, além de outras como fibrose submucosa oral,
disqueratose congénita, lUpus eritematoso discoide e glossite sifilitica™®’. A
leucoplasia oral (LO) é a principal DPMO, a qual possui uma incidéncia de 3,4% e
uma taxa de transformagao maligna que varia de 0,2% até 17,5%'%'". Segunda a
Organizagao Mundial da Saude (OMS), a LO é definida como "uma placa branca de
risco questionavel definida apos a exclusao de outras doengas ou disturbios
conhecidos que mimetizam este aspecto clinico, mas que nao carregam nenhum risco
conhecido para o cancer"®®. Portanto, leucoplasia é considerado atualmente um termo
clinico usado temporariamente como hipotese diagnostica que implica ha exclusao de
outras lesdes de aspecto similar e normalmente requer a realizagao de uma bidpsia.
A LO é mais frequente entre homens caucasianos acima de 40 anos, fumantes e sua
prevaléncia aumenta com o avancgo da idade!®. As LOs podem exibir caracteristicas
clinicas similares entre si, mas apresentam um consideravel grau de heterogeneidade
microscoépica. Segundo a OMS 2017, a LO pode se apresentar microscopicamente
com aspectos que variam de hiperqueratose, hiperplasia sem ou com variados graus
de displasia (leve, moderada ou severa) até um carcinoma in situ; sendo assim, a
realizacao de uma bidpsia € mandatoria para o estabelecimento do diagnostico
definitivo e correto estabelecimento da conduta clinical®. Atualmente a avaliagao
destes achados microscopicos, a presenga e severidade de mudangas arquiteténicas
e de atipia celular, a displasia epitelial oral é utilizada para predizer o risco de
transformacao maligna deste grupo de lesdes?. No entanto, ndo ha métodos objetivos

ainda disponiveis para tipificar lesdes displasicas e permitir resultados consistentes e
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reprodutiveis, uma vez que nem todas as lesdes orais com displasia progridem para
uma neoplasia maligna?l. Além disto, a utilidade desta subdivisdo de displasia tem
sido questionada devido a grande variabilidade inter e intra observador no que diz
respeito a avaliagdo de presenca/auséncia e grau de displasia®®?3. Vale a pena
destacar que a maioria das LOs convencionais permanecem benignas ao longo do
tempo, caracterizando-se por acantose ou hiperqueratose com um pequeno grupo de
lesdes progredindo para displasias de alto grau ou carcinoma superficialmente
invasivo!®1’. Assim, um dos maiores desafios entre os casos de LOs é o dilema de
tentar prever quais lesdes irao de fato progredir para uma neoplasia maligna, em
particular o CEC oral.

Interessantemente, existe uma variante rara entre as leucoplasias que
apresenta um comportamento unico de persistente progressao para malignidade,
conhecida como leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). O termo LVP foi definido
pela primeira vez por Hansen e colaboradores? (1985), que descreveram uma
desordem agressiva de etiologia desconhecida e tendéncia a se tornar multifocal ao
longo do tempo. A LVP € caracterizada por placas brancas difusas e multiplas, com
prevaléncia quatro vezes maior no género feminino, sendo frequentemente
diagnosticada a partir da sexta década de vida em individuos usualmente nao
fumantes, apresenta alta taxa de recorréncia e um indice de transformagao maligna
gue varia de 70 até 100% dos casos apdés acompanhamento a longo prazo?>28,
Devemos destacar que o perfil epidemioloégico da LO convencional se aproxima do
observado no CEC oral, sendo associado ao uso do tabaco e apresentando maior
incidéncia entre os homens. Em contrapartida na LVP isso parece nao ocorrer,
demonstrando um possivel padrao biolégico distinto entre LO e LVP. Esta
apresentagao clinica distinta associada ao comportamento biolégico agressivo
permitem que a LVP seja classificada como uma entidade distinta da LO convencional,
sendo descrita pela OMS como a DPMO com maior risco de progressao para
Carcinoma Verrucoso e CEC oral. Contudo, o diagndstico definitivo da LVP deve ser
realizado de forma retrospectiva com base na observacao temporal das lesdes,
baseado em achados clinicos e histolégicos que se desenvolve ao longo dos anos,
embora as caracteristicas clinicas nem sempre sao fornecidas para conclusao do
diagnostico histolégico??>. Os varios estagios de evolugdo dentro do espectro
histopatolégico de LVP leva a dificuldade em estabelecer um diagndstico final.

Critérios foram ja reformulados para permitir o diagnéstico precoce e melhor manejo
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da doenga, mas a inexisténcia de caracteristicas clinicas e microscopicas especificas
nas fases iniciais, juntamente com a terminologia diversa, faz com que o diagndstico
diferencial das lesdes de LVP seja um desafio?>2%30, O estudo de Upadhyaya JD e
colaborades??> (2019) mostrou que existe uma importante variabilidade
interobservadores entre 0s patologistas no diagnostico dos varios aspectos
histolégicos que as lesdes de LVP podem apresentar, além da falta de terminologia
padronizada, a qual causa duvidas em relagdo ao manejo adequado dos pacientes
com LVP.

Devemos destacar ainda, que a classificagdo proposta pela OMS enfatiza
apenas os critérios microscépicos para definir o estagio clinico das DPMOs, baseado-
se no grau de displasia'®. Porém até o momento nao existem preditores clinicos e
histopatoldgicos validados para prever quais lesdes irao de fato evoluir e progredir
para malignididade. Neste contexto, a utilizagao de técnicas de biologia molecular em
estudos com LO e LVP para melhor compreensao dos mecanismos moleculares
subjacentes poderiam melhorar acentuadamente a eficacia na identificagao dos
pacientes com maior risco de transformagao maligna®'32. Assim, o entendimento mais
aprofundado da natureza molecular e do comportamento destas DPMOs é
fundamental para que seja possivel o desenvolvimento de potenciais ferramentas
diagnosticas e prognosticas em casos de LO e LVP. Além disto, a LVP frequentemente
apresenta resposta inadequada a todas as modalidades de tratamento e muitas vezes
sofre recorréncia. Entao, o melhor entendimento dos mecanismos moleculares
relacionados a LVP, podem auxiliar no desenvolvimento de medidas terapéuticas mais
eficientes. O carcinoma espinocelular (CEC), também denominado carcinoma de
células escamosas ou carcinoma epidermoide, representa mais de 95% de todas as
neoplasias malignas que acometem a cavidade oral®3. Essa neoplasia maligna esta
associada com morbidade significativa e mortalidade. Mesmo com tratamentos
abrangentes que incluem cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a taxa de sobrevida
de 5 anos ainda compde apenas 50% dos casos3*32. Esses dados desanimadores
estao atribuidos a varios fatores, os quais incluem estagio avancado da lesao no
momento do diagndstico, cancerizagao de campo e agressividade biolégica inerente
que inclui propensao a crescimento invasivo e disseminagao metastatica de
linfonodos. Além disso, os tratamentos instituidos para este tipo de neoplasia maligna
envolvem varios efeitos colaterais como complicagdes e morbidades que afetam a

qualidade de vida dos pacientes®. Por isso, tanto a prevengao primaria que diz
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respeito sobre evitar os fatores de risco como tabaco e alcool, quanto a prevengao
secundaria, a qual se da por meio da detecgao e gerenciamento precoce de lesdes
precursoras, conhecidas como DPMQOs36:32,

A transicao de um epitélio normal para as DPMOs e para CEC oral é resultado
de um acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas que se tornam aberrantes e
causam rearranjo cromossoémico, mutagdes, metilagao, entre outros, as quais afetam
a expressao dos protocongenes e genes supressores de tumor3”-39, Além disso, os
aspectos clinicos e a presenca de displasia epitelial sao resultados de alteragdes

moleculares que se acumulam com o tempo, levando a transformac¢ao maligna.

3.2 Epigenética e Modificacdo nas Histonas em Neoplasias Malignas

A partir da descoberta dos oncogenes no final da década de 1980 até o
sequenciamento do genoma do cancer durante o Cancer Genome Project para os
recentes achados usando a tecnologia de sequenciamento de DNA conhecidas como
Next Generation Sequencing (NGS), é evidente que a paisagem gendmica do cancer
€ muito mais complexa do que o previsto*>4?. Além das mutagdes genéticas, a
carcinogénese pode ser influenciada por modificagdes nos mecanismos herdaveis e
potencialmente reversiveis, denominados de mecanismos epigenéticos, que
provocam alteragdes na expressao génica sem que ocorram modificagcdes na
sequéncia do DNA. Essas modificagdes epigenéticas podem provocar alteragdes
globais na cromatina alterando a atividade transcricional através de metilagao do DNA,
acao de RNAs nao codificadores e modificagdo de histonas*>#4. Alteragdes nesses
fatores podem contribuir para padrdes epigenéticos anormais que podem favorecer a
desregulagao de genes criticos envolvidos na proliferagao, morte celular programada
e diferenciacao celular®4®, Evidéncias sugerem que a reprogramacao epigenética de
células tronco de cancer € um passo fundamental para as primeiras fases da
progressao tumoral. Isto, promove a expansao clonal de células aberrantes,
propensas a alteragdes genéticas e epigenéticas subsequentes, as quais estao
associadas com a evolugao neoplasica*’#8. Dessa forma, a combinacao de alteracoes
genéticas com as alteragdes epigenéticas, incluindo as modificagdes em histonas,
estao associadas a evolugao das DPMOs para o CEC oral, bem como as fases iniciais

da carcinogénesse®®#°, Dessa forma, as DPMOs sao consideradas condigdes que
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apresentam mudangas histopatoldgicas e moleculares as quais podem evoluir para o
CEC oral®°,

As evidéncias de que ha um silenciamento anormal de genes nas células de
cancer foi um dos motivos pelo qual os estudos foram se redirecionando para as
alteragdes epigenéticas*®. Um dos motivos para essa mudanga no silenciamento de
genes envolve a metilagdo do DNA em regides promotoras, a qual tem como
importante mecanismo a inativagdo de genes supressores de tumor®l. Embora
existam apenas 4 bases de DNA, ha uma modificagdo covalente do DNA pos
replicativo, o qual produz uma quinta base. Reacgdes utilizando doadores de mil sao
catalisadas por uma enzima chamada DNA metiltransferase (DNMT), a qual adiciona
um grupo metil ao anel de citosina. Essa modificagdo nos humanos ocorre apenas
nas citosinas que precedem uma guanina, o que é conhecido como dinucleotideo
CpG>L. Nas células de cancer a enzima DNMT1 parece ser responsavel pela maior
parte da capacidade de metilagdo do DNA e por isso pressupde-se gque ela seja 0
principal fator na manutengao da metilagao anormal de genes promotores nas células
neoplasicas®. Alguns trabalhos revelaram que as DNMTs podem contribuir para a
cromatina transcricionalmente inativa junto com outras proteinas, como as histonas
desacetilases, levando ao silenciamento da transcrigdo de genes®:.

As modificagcbes envolvendo histona ocorrem pela acetilagao, metilagao,
ubiquitinagao, fosforilagao e sumoilagao, influenciando diretamente a empacotamento
do DNA e consequentemente aumentando ou reduzindo a transcricdo*. Tais
modificagdes sao detectadas durante a plasticidade celular normal nos neurénios e
linfocitos e desempenham um papel importante no comportamento do tumor®+°¢, Nas
células tumorais, as modificagdes envolvendo histonas promovem dinamicamente a
transcricao de proto-oncogenes e silenciam 0s genes supressores de tumores para
apoiar a fisiologia desregulada do cancer®’38, Contudo, devido aos poucos estudos
avaliando as alteracdes epigenéticas em DPMOs, tem sido desafiador identificar
marcadores epigenéticos iniciais associados ao desfecho clinico destas lesdes e por
isso, identificar a presenca dessas alteracdes nos ajudaria a compreender 0s eventos
epigenéticos que determinam a iniciagao e progressao tumoral dentro das DPMOs.

Os nucleossomos sao compostos por DNA, o qual se enrola em proteinas
chamadas histonas que auxiliam no empacotamento do DNA e funcionam como uma
matriz na qual o DNA se enrola. Elas estdo associadas a fungdes importantes,

incluindo a regulagao da expressao de genes em varios tipos de tecidos. A
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compactagao do DNA ¢é regulada em partes por meio de modificagdes pos-
traducionais que ocorrem nas caudas das histonas, o que vai promover ou restringir a
expressao de genes alvos®’. Ao compactarem o DNA, as histonas permitem que os
genomas eucaridticos de grandes dimensdes caibam dentro do nucleo das células.
Atualmente, sao reconhecidas 5 familias de histonas, a H1 que auxilia a ligagao entre
0s nucleossomos e a fita de DNA, e as histonas H2A, H2B, H3 e H4 que formam um
octémero de histonas onde o DNA se enrola. Por exemplo, a Histona H3 e H4 estao
diretamente relacionadas com a transcricaio dos genes sendo altamente
expressas®®®. As histonas exibem caudas, agrupamentos amino-terminal (n-
terminal), contendo diversos residuos de aminoacidos conservados, principalmente
de lisina (lis), serina (ser) e arginina (arg). Essas caudas se projetam para fora dos
nucleossomos e, portanto, estao sujeitas a um numero grande de modificagoes pos-
traducionais*260.61,

A histona H2AX é uma variante da H2A, que junto com as outras histonas
citadas acima, compde o octamero®. A H2A.X representa 2-25% do total de H2A e
seus niveis sao dependentes do tipo celular e do tecido [63]. Por meio do mecanismo
de regulacao translacional, niveis suficientes de H2A.X em GO e G1 garantem o ciclo
celular®. O dano de DNA pode ocorrer como resultado de varios eventos como
radiagao ionizante, radioterapia, medicamentos, bem como também pode ocorrer
como parte de processos fisioldgicos®%°, As quebras de dupla fita de DNA refletem o
dano ao DNA, o qual é identificado por meio da fosforilagao de H2A.X (yH2A). Este, é
um marcador importante para detecgao de quebras de duplas fita de DNA, as quais
ocorrem durante a formagao e progressao do cancer como resultado de fatores
enddégenos e exogenos. A fosforilagado de H2A.X na serina 139 resulta na variante
gama-H2A.X que é formada como resultado da instabilidade gendémica®. Assim, a
gamma-H2A.X é a forma fosforilada de H2A.X, a qual funciona como um marcador
sensivel para detectar as quebras de dupla fita de DNA62. Além do papel funcional, a
gama-H2A.x ou yH2A.X tem um papel estrutural que contribui para o recrutamento
efetivo de fatores de remodelagao no local de reparo®®6’. A instabilidade genémica e
as quebras de dupla fita de DNA sao pressupostos para a derivagao de células do
ciclo celular normal e também para o desenvolvimento de cancer. Por isso tem-se
estudado marcadores envolvidos nas etapas iniciais da carcinogénese e o yH2A tem
sido estudado em varios canceres, pois sua detecgao fornece uma medida sensivel

da quantidade de dano de DNA®®, Niveis elevados de yH2A tém sido observados em
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células de cancer cervical, células de melanoma, carcinomas de colon, fibrossarcoma,
glioma e células de neuroblastoma®®:59,

As mudangas dinamicas na organizagao da estrutura da cromatina sao movidas
principalmente pela sua acetilagao e desacetilagdo que determinam o status da
cromatina (eucromatina ou heterocromatina) que por sua vez, influencia a
acessibilidade e o recrutamento de fatores nucleares para o DNA, afetando a
transcricao®?. O processo de acetilagao representa a adigdo de grupos acetil pelas
enzimas histonas acetiltransferases (HATs) a residuos de lisina localizados nas
caudas das histonas fazendo com que as cargas positivas desses residuos de lisina
sejam neutralizadas e assim ocorra o enfraquecimento (relaxamento) da interagao da
cauda da histona com o DNA local carregado negativamente, induzindo abertura local,
descompactando as estruturas da cromatina’®. Desta forma, o DNA local é exposto,
aumentando o acesso de fatores de transcrigao e promovendo aumentos significativos
na transcrigdo do DNA™. As HATSs intermediam a remodelagao crucial da cromatina
para diferenciagao celular e proliferagao®.

De forma oposta, ocorre a desacetilagao onde grupos acetil sdo retirados pelas
enzimas histonas desacetilases (HDACs). As HDAC promovem uma repressao
transcricional e silencimaneto génico por criar uma croamtina condensada dessa
forma, ndo acessivel’?. O equilibrio entre a agdo das HATs e HDACs garantem 0s
niveis basais da acetilagdo do nucleo das histonas e influenciam o grau de
compactagao da cromatina desempenhando um papel regulatério da expressao
génica’®. Contudo, pode haver a acetilagdo em regides especificas promotoras da
transcricao génica. O residuo de lisina 9 € o mais estudado atualmente’®. A acetilagao
das histonas afeta a fungao dos cromossomos através de dois mecanismos distintos,
(1) alterando a carga eletrostatica das histonas e mudando as suas propriedades
estruturais e ligantes do DNA, ou (2) podem criar, estabilizar, romper ou ocluir
dominios de interagao na cromatina para proteinas regulatérias, como fatores de
transcrigcao, proteinas envolvidas na condensagao da cromatina e reparo ao DNA.
Desta forma, fica evidenciado que alteragdes nas histonas constituem a principal
categoria de controle transcricional epigenético’®. Quando ha o desequilibrio na
acetilacao e desacetilagao das histonas, por alteragdoes nas HATs e HDACs, em
regides promotoras ha uma contribuigao para a desregulagao da expressao génica
que pode estar relacionada a carcinogénese e a progressao do tumor4276-80, Assim

como mutagdes e variagdes no numero de cépias de modificadores epigenéticos,
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incluindo as enzimas HAT, HDAC, metiltransferases, desmetilases, podem
coletivamente conduzir a progressao para o CEC oral®.

O silenciamento de alguns genes, através da compactagao da cromatina pelas
HDACSs, esta relacionado com a iniciagao tumoral por meio da diminuigao da fungao
de genes como os inibidores do ciclo celular e da diferenciagao e aumentando fatores
promotores da carcinogénese como 0S responsaveis pela angiogénese, invasao,
adesao e progressao. Além disso, as células tumorais malignas utilizam mecanismos
de regulagao epigenética para aumento da sobrevivéncia e resisténcia a apoptose??83,
Tem sido descrito que a condensagao da cromatina, através das HATs e HDACs,
juntamente com fatores de transcricao € um determinante importante no controle da
transicdo epitélio-mesénquima, ou seja, na aquisicao de caracteristicas
mesenquimais pelas células epiteliais (EMT) e também no evento contrario, na
transicdo mesénquima-epitelial (MET). A acetilagao e desacetilagao das histonas, ao
contrario dos fatores de transcrigao, pode ser passivel de uso de inibidores e, portanto,
uma estratégia na prevencao da EMT?®4, Alguns estudos tém utilizados inibidores das
enzimas-chave do processo de acetilagao regulando as modificagdes das histonas
que poderiam prevenir o aparecimento de EMT e a progressao tumoral®®. Por
exemplo, no estudo de Yoshikawa e colaboradores® (2007), foi demonstrado que a
inibicao da HDAC, ou seja, a inibicao da desacetilagao, inibe a EMT induzida pelo
TGF-B1 em células epiteliais renais humanas. Além disso, baixos niveis de acetilagao
de H3K4 foram correlacionados com estagios avangados de CEC, tumor primario,
linfonodos metastaticos e invasao perineural®. Alguns estudos envolvendo as
HDAC1, 2, 6, 8 e 9 mostraram que estas enzimas estavam hiper-reguladas em tecidos
de CEC oral e estavam associadas & niveis avancados de CEC?"-8, Especificamente
0 aumento da expressao de HDCAL demonstrou correlagdo com pacientes jovens,
género masculino, pobre diferenciagdo e metastases’?. Existem poucos estudos
envolvendo a analise de acetilagao de histonas em CEC de cabeca e pescoco.
Noguchi e colaboradores® (2013) avaliaram a marcagao imunoistoquimica da histona
desacetilase classe lll (SIRT1), histona H3 lisina 9 acetilada (H3K9Ac), histona H4
lisina 16 acetilada (H4K16Ac) e p53 em CEC de cabeca e pescogo correlacionando
com o prognéstico. Estes autores observaram que o aumento de H3K9Ac esta
associado com auséncia de metastases em linfonodos, fase clinica inicial e CEC bem
diferenciado. O trabalho de Toh e colaboradores® (2004) avaliou a imunomarcagao

de MTAL (do inglés mestastasis-associated protein 1) associada a metastases e sua
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relagdo com a histona H4 desacetilada. Esses autores concluiram que um alto nivel
de histona H4 acetilada tem associagao com melhor sobrevida de pacientes com CEC
de esofago®.

A compreensao da relagdo de como as modificagdes epigenéticas atuam nas
DPMOs ira permitir o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que possam
melhorar a taxa de recorréncia e transformagao maligna, em especial para 0s casos
de LVP. Os resultados mais promissores envolvendo os inibidores de HDACs (iHDAC)
estao relacionados com sua agao sinérgica a outros regimes terapéuticos, incluindo
radioterapia, quimioterapia, inibidores de proteossoma dentre outros®:°2. Apesar de
promissor, o uso potencial de iIHDACs como parte de um novo regime terapéutico para
o tratamento de CEC de cabega e pescogo permanece pouco explorado. Um estudo
in vitro com administragao de iIHDACs mostrou boas propriedades antitumorais,
porém, como um agente unico no tratamento clinico esses inibidores apresentaram
resultados limitados*®. Por outro lado, a associagdo entre iHDACs adjuvante a
radioterapia mostrou melhores resultados. Kim e colaboradores® (2010) avaliaram a
eficacia farmacoldgica da combinagao do inibidor de proteossoma PS-341, também
conhecida como bortezomib, com tricostatina A, um iHDAC. Os autores observaram
gue a combinagao destas drogas foi capaz de induzir sinergicamente apoptose em
células de CEC de cabeca e pescoco.

Sabe-se que a inflamagao crénica € um fator crucial na interface entre a
genética e o0 meio ambiente e pode contribuir para o desenvolvimento do cancer,
assim como foi indicado que alteragdes epigenéticas que ocorrem no cancer como o
aumento da metilagao do DNA e silenciamento de genes sao aumentados nos tecidos
inflamados®. Os eventos imunoregulatérios que levam a persisténcia ao CEC oral
continuam sendo estudados. O estudo publicado por Gasparoto e colaboradores®
(2010) revelou um perfil de supressao de células T no sangue e no microambiente
tumoral de pacientes com CEC oral. O liquen plano oral (LPO) € um exemplo de lesao
autoimune mucocutanea cronica de etiologia desconhecida e reconhecida como
sendo precursora de CEC oral, embora ainda existam resultados controversos sobre
0 LPO ser uma DPMO?®%. Em 2015 Kaur J e Jacobs R% avaliaram os niveis séricos
salivares de interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e TNF-a (Fator de necrose
tumoral alfa) em LPO, LO e fibrose submucosa em comparagdo com controle
saudavel. Eles observaram um aumento nos niveis sérios de IL-6, IL-8 e TNF- a nas

DPMOs estudadas em contraste com o controle assim como houve correlagao forte
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estre estes niveis nas DPMOs e concluiram que estas citocinas salivares poderiam
atua como marcadores de diagnéstico para detecgao de DMPOs. O estudo de Németh
CG e colaboradores®* (2019) avaliaram lesdes de LPO, CEC oral e mucosa oral
normal. Os pacientes com LPO apresentavam idade avangada, podendo significar
maior exposicao a fatores ambientais, influenciando padrbes de mutilagédo e
acelerando o risco de cancer. Entretanto, em comparagao com CEC oral, nao foi
possivel identificar alteragbes genéticas recorrentes nas lesdes de LPO,
demonstrando maior instabilidade genética nas neoplasias, sendo esta instabilidade
nao significativa no LPO. Por outro lado, foi possivel observar alteragdes no padrao
de metilagdo do DNA de LPO e de CEC oral, comparando com tecido controle de
mucosa oral normal. Curiosamente, foi encontrado um grande numero de CpG
hipermetilados em LPO igualmente ao observado em CEC oral, apoiando a hipétese
de que o LPO é uma DPMO?%*,

Como citado anteriormente, a etiologia do LPO é desconhecida, embora exista
um consenso de que este disturbio envolve o sistema imunolégico. A presenca de um
infiltrado inflamatdrio crénico substancial composto principalmente por linféticos T
justa-epiteliais justificou a comparagao do LPO com outras doengas inflamatérias com
maior potencial de transformagao maligna, incluindo pdlipos de colon, gastrite
estomacal, lesdes pré-neoplasicas bronquica e eséfago de Barret®®®, O estudo de
Dillenburg e colaboradores!® (2015) avaliou alteragdes epigenéticas em lesdes de
LPO observou que as lesdes de LPO que tiveram resolugao parcial e as que nao
responderam ao tratamento e recidivaram, estavam associadas a um aumento na
acetilacao de H3K9, bem como ao aumento de fosforilagao de histona H2AX, a qual
diz respeito a resposta de dano ao DNA, concluindo que existe uma instabilidade
gendmica nas lesdes de LPO que nao respondem ao tratamento.

Interessantemente, eventos epigenéticos tém sido associados ao
desenvolvimento de inflamagao cronica. Recentemente, Almeida LO e
colaboradores?®! (2013) mostraram que as modificagdes em histonas desempenham
papel central na agressividade e resisténcia a quimioterapia observada no CEC de
cabeca e pescoco por meio da regulagao positiva do fator nuclear kappa de cadeia
leve, molécula esta que esta envolvida no desenvolvimento de cancer, doengas
autoimunes e inflamagao. Além disso, evidencias emergentes indicam o
envolvimentode modificagdo de histonas em condigdes inflamatorias como artrite

reumatoide, doenga pulmonar crénica obstrutiva a asma severa'®. O fator de
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transcrigao Nf-kB desempenha papel central na indugao de genes envolvidos na
imunidade e inflamagao e por isso surgiu a ideia de que a inibigao de NF-kB poderia
anular a sinalizagao de citocinas pro-inflamatérias e se tornar um alvo na artrite
reumatoide®3. Curiosamente existem evidéncias de que a ligagdo de NF-kB aos seus
alvos nucleossdémicos requer alteragdes conformacionais de histonas para tornar seus
locais de ligagao acessiveis!®. Foi demonstrado que a sinalizagao pré-inflamatoria
iniciou modificagdes de histonas como acetilagao da histona H3, fosfoacetilagao da
histona H4 e metilagdo reduzida de H3K9 e como consequéncia, aumentou o
recrutamento de NF-kB e com isso, aumento varias citocinas e quimiocinas!®.Sabe-
se que a interleucina 6 (IL-6) € uma citocina importante na patogénese da artrite
reumatdide, a qual € induzida por NF-kB mas também inicia modificagdes
epigenéticas. Verificou-se que no cancer a IL-6 melhorou e manteve a hipermetilacao
do gene supressore de tumor p53%%, Existem varios dados que reforgam que a
expressao de IL-6 em tumores altera os niveis de expressao de alguns micr- RNAs e
sua regulagao é dependente da metilagao'?”:1%8, Esses achados sustentam a hipdtese
de que um controle epigenético complexo esta relacionado a respostas imunes e
inflamatoériast®?.

Considerando o comportamento altamente recorrente e de progressao para
CEC observado em pacientes com LVP, a utilizagdo de modalidades terapéuticas
envolvendo iHDACs pode representar uma estratégia inovadora para este grupo de
pacientes. Assim, uma avaliagao inicial do estado de acetilagao da histona H3 e yH2ax
é fundamental para averiguar a real participagao destes processos epigenéticos em
pacientes com LVP. Devemos destacar que este sera o primeiro estudo a comparar o
estado de acetilagao de histonas entre amostras de LO e LVP, com relagao aos
parametros clinicopatoldgicos destas DPMOs. Além disso, sabendo que a inflamacgao
também pode estar associada aos eventos epigenéticos que ocorrem em lesdes
inflamatdrias, vamos também avaliar se a presenca dos PBMCs pode afetar os niveis
de acetilagao de histona e de fosforilagdo de DNA, bem como se o contato dos
mesmos com 0s queratindcitos normais, displasicos e tumorais afeta a proliferacao

celular, ciclo celular e transigao epitélio-mesénquima.
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4 MATERIAL E METODO

Para realizar o estudo foram feitas as seguintes etapas.

4.1 Populagao de Estudo

Este estudo foi conduzido apds receber aprovacao do comité de ética local
(CAAE: 34361814.9.0000.5416) e todos os participantes que concordaram em
participar do estudo forneceram consentimento informado por escrito. Para este
estudo o tamanho da amostra foi calculado para todos os grupos utilizando os
seguintes parametros: diferenga minima de médias desvio padrao do erro padréo a =
0,05 poder de teste e numero de tratamentos, 0 que resultou em um namero minimo
de 4 amostras para cada grupo. Assim, foram incluidos neste estudo 24 blocos
parafinados oriundo de pacientes que histologicamente revelaram algum grau de
displasia. Adicionalmente, as laminas coradas com hematoxilina e Eosina (H&E)
foram reavaliadas e a presenca e intensidade do infiltrado inflamatério foram
determinados por dois patologistas de forma independente. Para esta analise, 5
campos representativos foram avaliados em alta resolucao (400x), e foi determinado
o valor médio de cada amostra. Posteriormente, as amostras foram classificadas de
acordo com a potencial suscetibilidade para transformagao maligna em “baixo risco”
e “alto risco”, segundo o sistema binario proposto por Kujan e colaboradores, 2006 .
Além disso, um total de 10 amostras de hiperplasia fibrosa (HFI) foram utilizados como
grupo controle no ensaio de imunofluorescéncia (IF), pois essas lesdes exibem muitas
areas de inflamac&o cronica na lamina propria e ndo apresentam potencial de

transformacéo maligna.

4.2 Ensaio de Imunofluorescéncia

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histologicos com 5m de
espessura para a realizacédo da reacao de IF. Os cortes obtidos foram submetidos a
técnica de IF por um método ja descrito!’ porém com algumas modificacées.
Inicialmente as laminas foram submetidas ao processo de desparafinizacdo com xilol
na estufa a 600C durante 1 hora. Nos primeiros 15 minutos as laminas e o xilol foram

colocados dentro da estufa por 45 minutos e posteriormente imersas em solucao de
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desparafinizacdo. Em seguida foram realizadas as etapas de hidratagdo em etanol
100%, etanol 90% e etanol 70%, por 5 minutos e posteriormente em agua destilada
por 5-10 minutos. Depois, foi realizada a recuperacao antigénica em micro-ondas com
acido citrico anidro (Fisher Scientific #BP339-500). Em seguida, as laminas foram
incubadas a temperatura ambiente durante 20 minutos e depois lavadas com agua
destilada, seguida da lavagem com PBS 1x durante 5 minutos. O bloqueio foi realizado
com albumina de soro bovino 1% (BSA) e Triton 0,1% em solugdo tampao de
fosfatosalino (PBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram
entdo incubadas com o anticorpo primario diluido em solucdo de PBS com BSA 1%
overnight na geladeira. Os anticorpos primérios utilizados foram acetil-histona
H3(Lys9) (Cell Signalling #9683S) na diluicdo de 1:400, conjugado (Alexa 488) e
YH2A X(phospho S139) (EMD #JBW301), na diluigdo de 1:200. Apos o periodo de
incubacéao, foram realizadas 3 lavagens com PBS 1x em ambiente protegido de luz,
durante 5 minutos cada lavagem, seguida da incubacédo com o anticorpo secundario.
Para o anticorpo fosfohistona H2AX (Ser139) utilizamos o anticorpo secundario anti-
mouse (532nm). Todos os anticorpos secundarios foram diluidos em PBS+BSA 1%
na concentracdo de 1:200 e incubados & temperatura ambiente durante 60 minutos
no escuro. Apos um ciclo de 3 lavagens em PBS 1x durante 5 minutos, foi realizada a
marcacdo do DNA com HOECHST 33342 (Thermo Fisher Scientific). As laminas
foram lavadas 3 vezes com PBS 1x por 5 minutos seguida da lavagem com agua
destilada por 2 vezes por 5 minutos, ambas no escuro. As laminas foram montadas
com fluorshield (Sigma-Aldrich #F6182) e foram feitas imagens de 4 a 6 campos de
cada caso e capturadas a uma amplificacdo de 20x utilizando uma camera digital
monocromatica QImaging-ExiAqua acoplada a um microscépio Nikon Eclipse 80i
(Nikon, Melville, NY) e analisadas utilizando o Nikon Imaging Software (NIS) —
Elements (Nikon Instruments Inc; Mellvile; NY, EUA). A intensidade de marcacao foi
avaliada em cinco campos representativos das areas fotografadas de cada caso
utilizando o software Image J (versdo 1.52, NIH, Bethesda, MD, EUA). As
guantificacbes foram realizadas cegamente pelo bolsista nas 34 amostras e
posteriormente os resultados obtidos foram correlacionados com 0s respectivos
diagnosticos. Os dados foram tabulados e a distribuigao normal ou nao normal foi
determinada por testes de normalidade e pela analise descritiva de Skewness and
Kurtosis para posterior aplicagdo de testes estatisticos adequados. Quando

apropriado, alguns resultados foram avaliados também de forma descritiva/qualitativa.
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O nivel de significancia adotado nas analises foi de 95% (p=0.05) utilizado o software

estatistico SPSS verséo 19.
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5 RESULTADO

Neste estudo, mostramos que a frequéncia de células inflamatérias
subepiteliais foi significativamente maior em amostras classificadas como “alto risco”
em comparagao com amostras de “baixo risco” (IC 95%: 0,000 até 93,20; p = 0,006),
apresentando predominantemente infiltrado inflamatoério linfoplasmocitario croénico
(Figura 1). Além disso, foi demonstrado por meio de imunofluorescéncia que lesdes
orais displasicas apresentam hipoacetilacdo de H3K9 e baixa niveis de yH2AX em
comparacgao ao grupo controle (IFH). Considerando a intensidade do H3K9ac de
marcacao, houve uma reducédo estatisticamente significativa nos niveis de H3K9ac
entre 0s grupos “baixo risco” (IC 95%: 2.854,89 até 6.274,81; p < 0,001) e “alto risco”
(IC 95%: 467,65 até 3.993,28; p = 0,01) em comparagao ao grupo controle, bem como
uma reducdo significativa dos niveis de H3K9ac entre o grupo de baixo risco e o grupo
de alto risco (IC 95%: -3.549,90 até -1.118,87; p < 0,001). Por outro lado, a
percentagem de células positivas para H3K9ac na regiao intraepitelial foi menor no
grupo de “baixo risco” em comparagao ao grupo controle (IC 95%: -30,61 até —4,45;
p = 0,006). Além disso, os niveis de fosforilagdo do H2AX diminuiram em lesfes do
grupo de “alto risco” quando comparadas a lesdes de “baixo risco” (IC 95%: —0,76 até
-0,06; p = 0,015) e controle (IC 95%: —1,50 até -1,97; p = 0,009). A Figura 2 mostra
as imagens representativas do H3K9ac e imunofluorescéncia yH2AX e graficos de

analise quantitativa.

Figura 1 - Imagem histoldgica das lesdes de alto e baixo risco
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Imagem representativa da coloragdo hematoxilina-eosina (HE) de uma biopsia de les&o de
"baixo risco" (A) e uma bidpsia de lesao de "alto risco" (B); (C) Niumero de células inflamatérias
por campo em amostras de lesdes "baixo risco" e "alto risco". A média do nimero de células
imunes contadas por campo em amostras de tecido incluido em parafina de les6es de "baixo
risco” e "alto risco". * p < 0,05.

Fonte Arquivo pessoal do autor.
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Figura 2 - Imagem de imunofluorescéncia do grupo controle, leses de baixo e alto risco
A Control Low risk High risk c
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Imagens representativas da analise de imunofluorescéncia para (A) H3K9ac e (B) yH2AX nos
grupos de controle, "baixo risco" e "alto risco" (Alexa Fluor 488, 40x). (C) Gréaficos de analise
guantitativa da intensidade de imunofluorescéncia de H3K9ac, (D) Porcentagem do nimero
total de células positivas para H3K9ac (E) Porcentagem do numero total de células positivas
para yH2AX. * p < 0,05.

Fonte Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliadas alteracbes epigenéticas em lesdes
displasicas orais envolvendo histonas e, também, indiretamente o acumulo de danos
ao DNA por meio da analise de imunofluorescéncia para H3K9ac e yH2AX. Nossos
resultados mostraram uma possivel associacdo entre o grau de displasia e
modificacdo de histonas. Neste sentido, foi demonstrado que tanto as lesdes
displasicas de “alto risco” quanto as de “baixo risco” apresentaram hipoacetilacdo de
H3K9 quando comparadas com o grupo controle.

AlteracGes epigenéticas como o desequilibrio da acetilagcdo de histonas em
regides promotoras contribuem para a desregulacao da expressao génica e tém sido
associadas a carcinogénese e progressao do cancer. Previamente foi observado que
a hiperfosforilacdo de H2AX e a hiperacetilagdo do H3K9 sdo mais frequentemente
observadas em OSCC e DPMO®. Niveis elevados de H3K9ac também foram
observados em les@es de liquen plano oral que néo responderam bem ao tratamento
e apresentam recaida!*. Além disso, os niveis reduzidos de H3K9ac e H4K12ac, bem
como niveis reduzidos de metilagdo foram observados na queilite actinica, sugerindo
uma associacdo com os danos iniciais da queilite actinica, mas ndo essencialmente a
transformacdo maligna!!l. Curiosamente, estas Ultimas lesdes compdem o grupo
DPMO, sugerindo entdo que niveis elevados de H3K9ac podem prever lesdes
recorrentes e sem resposta e, inversamente, niveis reduzidos de H3K9ac podem
iniciar juntamente com o aparecimento de alteracdes na displasia epitelial. Também
foi demonstrado que niveis elevados de H3K9ac em lesBes de leucoplasia oral em
comparagcdo com mucosa normal, porém sem diferenca estatisticamente
significatival'>. Em contraste, outro estudo encontrou uma relacdo entre
hipoacetilagdo de H3K9ac em lesdes de CECO e um pior prognéstico!. Isto pode
sugerir que a perda da acetilagcdo da histona H3K9 pode ocorrer como um evento
tardio na carcinogénese.

O yH2AX é um participante chave na resposta a danos no DNA e no mecanismo
de reparo. Quando ocorre uma quebra de fita dupla (DSB), a proteina histona 2A
(H2A) é fosforilada, formando a forma modificada yH2AX. Esta modificacdo serve
como um marcador para DSBs, pois pode ser detectado como colora¢ao pontilhada
no nucleo. A presenga de yH2AX é um confiavel indicador de DSBs, que pode ajudar

a orientar o processo de reparo. Além disso, também esta envolvido no recrutamento
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de proteinas envolvidas no processo de reparo, como enzimas de reparo de DNA,
proteinas de checkpoint de danos ao DNA e proteinas de remodelacdo da
cromatina®3. Um estudo anterior revelou que nas células epiteliais da mucosa oral
ndo é possivel detectar yH2AX fosforilado!'3. Além disso, em comparagdo com CEC
oral, os niveis de expressao de yH2AX aumentam significativamente na hiperplasia e
displasia epitelial oral, sendo significativamente elevado na displasia em relacdo aos
outros grupos!'*. Em contrapartida, nossos resultados mostraram que os niveis de
YH2AX em lesdes de “baixo risco” e “alto risco” diminuiram em comparagao com o
controle, com lesbes de “alto risco” apresentando o nivel mais baixo de yH2AX.
Contudo, diferente do nosso estudo, os autores n&o utlizaram o sistema de
classificagao binaria (alto/baixo risco) de displasia, e 0 padrdo de marcagdo yH2AX
nas amostras nao foi avaliado de acordo ao grau de displasia. Adicionalmente,
avaliamos a expressao de yH2AX dentro de um contexto de inflamacéo, utilizando
amostras de hiperplasia fibrosa inflamatéria como grupo controle, sendo que estas
amostras apresentam intenso infiltrado inflamatério crénico, diferentemente da
mucosa oral normal. Assim, podemos sugerir que nos grupos controle e lesdes
displasicas classificadas como de “baixo risco”, o controle de reparo esta sendo
ativado de forma mais eficaz, evitando que células anormais continuem a proliferar.
No grupo de “alto risco”, porém, esse processo de reparagao nao esta sendo bem
recrutado, o que pode justificar as altas taxas de transformac¢do maligna nesse grupo,

conforme descrito na literatura.
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7 CONCLUSAO

Foi concluido que a perda de acetilacdo de H3K9 pode ser um evento tardio na
progressdo do cancer. Além disso, nossos resultados mostraram que 0s niveis de
YH2AX nas lesbes classificadas como alto risco e baixo risco diminuiram em relagao
ao grupo de controle. As lesdes classificadas como alto risco apresentaram os niveis
mais baixos de YH2AX e o processo de reparo do DNA pode estar comprometido no
grupo de alto risco o que pode contribuir para as taxas mais elevadas de

transformag&o maligna observadas nesse grupo, conforme relatado na literatura.
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