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Barbeiro CO. Analise da acetilacdo de histona H3 e sua contribuicdo para a
instabilidade genémica na leucoplasia oral e leucoplasia verrucosa proliferativa
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RESUMO

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sdo apresentagdes clinicas
que apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de cancer na cavidade oral,
seja ela uma lesdo precursora definida ou mucosa clinicamente normal. Dentre as
principais DPMOs, a leucoplasia oral (LO) se apresenta como uma placa branca nao
raspavel de risco questionavel, podendo ser homogénea ou n&do homogénea, cuja
taxa de transformag¢ao maligna varia de 0,2% até 17,5%. Além disso, a LO apresenta
0s mesmos fatores de riscos que sao observados no desenvolvimento de carcinoma
espinocelular (CEC) oral, o qual € a principal neoplasia maligna que afeta a cavidade
oral. Outra DPMO importante é a leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP), a qual
também se apresenta como uma placa branca nao raspavel, porém multifocal e possui
um comportamento persistente e progressivo para malignidade, com taxa de
transformagdo maligna de 70% até 100% dos casos. Diferente da LO, os fatores de
risco como tabaco, alcool e noz de areca ndo parecem estar associados com o
desenvolvimento da LVP. Adicionalmente, a LVP apresenta resposta inadequada a
todas as modalidades de tratamento, sofre rapida disseminacéo pelos sitios orais e
muitas vezes demonstra recorréncia. Os graus de displasias identificados nas DPMOs
sdo utilizados atualmente como preditores de risco para transformagao maligna, no
entanto diversos estudos tém mostrado que este ndo é um preditor fiel. Estudos
recentes sugerem ainda que o infiltrado inflamatorio associado as DPMOs pode estar
associado a sua etiologia e comportamento clinico. Além disso, recentemente, tem-se
estudado as alteragdes epigenéticas envolvendo histonas e metilagdo de DNA em
diferentes tipos de cancer, bem como em algumas DPMOs a fim de descobrir alvos
para medidas terapéuticas efetivas. Dentre os diversos fatores indutores de alteragdes
epigenéticas, a inflamacgao crénica tem sido apontada como um destes fatores. Assim,
o presente estudo teve como objetivos especificos: (1) comparar os niveis de
acetilac&o de histona H3, o acumulo de danos no DNA e os niveis de metilagdo global
de DNA entre LO e LVP; (2) avaliar se os niveis de acetilacdo de histona H3 em
linhagens celulares displasicas e tumorais sofrem alteragbes pelo contato com as
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs); e (3) avaliar se tais alteragdes
sdo acompanhadas de alteragdes na proliferacdo celular e transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM). Para alcancgar estes objetivos, os niveis de acetilagdo de histona
H3, dano de DNA e metilagdo foram avaliados por imumofluorescéncia.
Adicionalmente, ensaios de co-cultura celular com PBMCs e linhagens de
queratindcitos orais (NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562) foram realizados para
avaliar a influéncia dos PBMCs na aquisicdo de vantagens para a progressao tumoral.
Os resultados da imunofluorescéncia mostraram que ambas as DPMOs estavam
hipoacetiladas em relacdo ao controle. Contudo, quando realizada uma comparagao
somente entre LO e LVP, observamos que o grupo LVP esta mais hiperacetilado do
que LO. Foram observados também que os niveis de dano de DNA e metilagao
estavam aumentados no grupo LO em relagéo a LVP. Os experimentos com cultura
de células revelaram que o contato dos queratinécitos orais displasicos e normais com
os PBMCs, foi capaz de favorecer a TEM. Nossos resultados revelaram dois pontos
importantes: 1) ambas as DPMOs apresentam perfil epigenético distintos; 2) o contato



direto de PMBCs com queratindcitos orais normais, displasicos e tumorais parece ser
importante em eventos iniciais da tumorigénese como a TEM.

Palavras — chave: Leucoplasia oral. Histonas. Acetilagéo.
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ABSTRACT

Oral potentially malignant disorders (OPMDs) are clinical presentations that present
an increased risk of cancer development in the oral cavity, whether in a clinically
definable precursor lesion or clinically normal oral mucosa. Among the main OPMDs,
oral leukoplakia (OL) presents itself as a non-scratchable white plaque of questionable
risk, which can be homogeneous or non-homogeneous, whose malignant
transformation rate varies from 0.2% to 17.5%. In addition, OL has the same risk
factors that are observed in the development of oral squamous cell carcinoma (OSCC),
which is the main malignant neoplasm affecting the oral cavity. Another important
OPMD is proliferative verrucous leukoplakia (PVL), which also presents itself as a
white, non-scratchable, but multifocal plaque and has a persistent and progressive
behavior for malignancy, with a malignant transformation rate of 70% to 100% of the
cases. Unlike OL, risk factors such as tobacco, alcohol and areca nut do not appear to
be associated with the development of PVL. Additionally, PVL has a poor response to
all treatment modalities, suffers rapid dissemination through oral sites and often shows
recurrence. The degree of epithelial dysplasia identified in OPMDs is currently used as
a risk predictor for malignant transformation, however several studies have shown that
it is not a reliable predictor. Recent studies also suggest that the inflammatory infiltrate
associated with OPMD may be due to its etiology and clinical comportment.
Furthermore, recently, epigenetic changes involving histones and DNA methylation in
different types of cancer have been studied, as well as in some OPMDs in order to
discover targets for effective therapeutic measures. Among the several factors
inducing epigenetic changes, chronic inflammation has been identified as one of these
factors. Thus, the present study had specific objectives: (1) to compare the levels of
histone H3 acetylation, the accumulation of DNA damage and the levels of global DNA
methylation between OL and PVL; (2) to evaluate whether the levels of histone H3
acetylation in dysplastic and tumor cell lines are altered by the contact with peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs); and (3) assess whether such changes are
accompanied by changes in cell proliferation and epithelial-mesenchymal transition
(EMT). To achieve these goals, the levels of histone H3 acetylation, DNA damage and
methylation were assessed by immunofluorescence. In addition, cell co-culture assays
with PBMCs and oral keratinocyte lines (NOK-SI, DOK, SCC-25 and Detroit 562) were
performed to assess the influence of PBMCs on the acquisition of advantages for tumor
progression. The results of the immunofluorescence showed that both OPMDs were
hypoacetylated compared to the control. However, when comparing only OL and PVL,
we observed that the PVL group was more hyperacetylated than OL. It was also
observed that the levels of DNA damage and methylation were increased in the OL
group in relation to PVL. The experiments with cell culture revealed that the contact of
dysplastic and normal oral keratinocytes with PBMCs was able to favor EMT. Our
results revealed two main points: 1) both OPMDs have different epigenetic profiles; 2)
the direct contact of PMBCs with normal, dysplastic and tumoral oral keratinocytes
seems to be important in early events of tumorigenesis such as EMT.

Keywords: Oral Leukoplakia. Histones. Acetylation.
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1 INTRODUGAO

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sdo apresentagdes
clinicas que carregam um risco de transformagéo para uma neoplasia maligna, mais
comumente o carcinoma espinocelular (CEC) oral. Segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), s&o consideradas DPMOs a leucoplasia, eritoplasia,
eritroleucoplasia, queilite actinica, liquen plano, queratose do tabaco sem fumaca,
lesdes no palato associadas ao fumo invertido, candidiase crénica, além de outras
como fibrose submucosa oral, disqueratose congénita, lupus eritematoso discoide e
glossite sifilitica.

Existem diferentes fatores de risco que podem levar ao aparecimento das
DPMOs, bem como o uso de tabaco e consumo de alcool no caso das leucoplasias,
noz de areca nos casos de fibrose submosa, porém varias DPMOs n&o possuem um
fator etioldgico conhecido. As diferentes DPMOs podem acometer qualquer sitio da
cavidade oral, porém cada lesdo parece apresentar uma predilecdo por um sitio
especifico’.

A leucoplasia oral (LO) apresenta uma taxa de incidéncia que varia de 1 a 4%,
sendo clinicamente caracterizada como uma placa branca n&o raspavel que pode ser
homogénea ou ndo homogénea, de risco questionavel, apos a exclusdo de outras
lesbes conhecidas’. Portanto, o termo LO é apenas um termo clinico e o diagndstico
final depende estritamente da realizagdo de uma bidpsia e pode ser modificado apds
a analise histopatoldgica?. Os sitios mais acometidos sdo o vermelhdo do labio,
mucosa jugal e gengiva, sendo os homens acima de 40 anos de idade os mais
afetados, embora alguns trabalhos mostrem que ndo ha predilegdo pelo sexo®. Os
fatores de risco associados a LO s&o similares aos associados com os CECs orais
como tabagismo, consumo excessivo de alcool, idade avancada, n6z de betel e
exposicao a radiagao ultravioleta nos casos que acometem o vermelh&o do labio?.

A leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP), assim como a LO, apresenta-se
clinicamente como uma placa branca n&o raspavel, porém de aspecto nao
homogéneo, verrucoso, exofitico e de acometimento multifocal na cavidade oral,
afetando principalmente a gengiva, mucosa alveolar e palato’. Contudo,
diferentemente das LO convencional, esta DPMO distinta e rara, apresenta
comportamento clinico mais agressivo e persistente. Segundo dados da literatura, a

LVP possui altas taxas de recorréncia e um indice de transformag&o maligna que varia
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de 70 até 100% dos casos apds acompanhamento a longo prazo*®S.
Interessantemente, esse tipo de lesdo € mais comumente observado em mulheres na
sexta década de vida que nem sempre sdo fumantes e o diagnostico € baseado em
multiplas biopsias periddicas, em locais diferentes que revelam diferentes graus de
displasias ou até mesmo a presenca de um CECS.

Devemos destacar que o perfil epidemiolégico da LVP difere do observado nas
lesdes de LO convencionais e, por isso, atualmente ela é classificada pela OMS como
uma entidade distinta da LO, sendo considerada a DPMO com maior risco de
progressdo para CEC oral'. Entretanto, o diagndstico diferencial e precoce entre
lesdes de LO e LVP tem sido um desafio pois ndo existem caracteristicas clinicas e
microscopicas evidentes da doenga nas fases iniciais, bem como nao existem
caracteristicas microscopicas especificas que detectam alteragdes que indiquem um
maior risco de transformagao maligna®. No caso das lesdes de LVP, o diagndstico se
da retrospectivamente, com base na observacao temporal das lesées por meio de
acompanhamentos e bidpsias periodicas, além da correlagdo clinico-patoldgica,
porém em nenhuma dessas lesdes € possivel prever quais irdo de fato progredir para
o CEC oral’.

As caracteristicas histopatolégicas das biopsias de lesbes de LO e de LVP
podem variar desde hiperplasia epitelial até CEC, embora existam inumeras
nomenclaturas histologicas que s&o utilizadas para descrever os diversos estagios
das lesdes de LVP’. Atualmente, o grau de displasia encontrado nessas DPMOs
(displasia leve, moderada e severa) é utilizado como fator prognéstico, sendo que os
graus de displasia estdo associados ao risco de progressédo para CEC, porém nem
todas as lesbes que apresentam displasia irdo necessariamente sofrer transformagao
maligna®. Embora tenham sido alcangados muitos avangos nas pesquisas sobre as
neoplasias malignas, a incidéncia do CEC oral continua aumentando e a taxa de
sobrevida de 5 anos permanece para apenas 50% dos casos®. Varias alteragdes
moleculares subjacentes, bem como mudangas genéticas e fatores de risco podem
estar associadas ao desenvolvimento inicial do CEC oral assim como podem também
estar envolvidas neste processo as alteragoes epigenéticas’. Sabe-se que o CEC oral
representa mais de 95% de todas as neoplasias malignas que acometem a cavidade
oral'®, sendo uma doenga multifatorial cujos fatores de risco mais importantes s&o o
consumo excessivo de alcool e tabaco, além de outros como inflamacgdes crénicas,

inflamagdes virais, predisposicdo genética, entre outras. A expressdao génica
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desregulada, bem como as mutagbes genéticas de oncogenes e protoncogenes
participa claramente do processo de carcinogénese, porém as fases iniciais deste
processo ainda ndo sdo bem elucidadas™.

Na ultima década tem-se estudado as alteragbes epigenéticas que podem estar
associadas ao desenvolvimento e estagios iniciais da carcinogénese'''S. Essas
alteragdes s&o modificagées do genoma, herdaveis durante a divisao celular, mas que
nao envolve mudanga na sequéncia do DNA e sao reversiveis. Normalmente ocorre
em resposta a fatores extrinsecos/ambientais, afetando a regulagdo da expresséo de
genes. As alteragdes epigenéticas mais comuns s&o a metilagdo do DNA e as
modificagbes nas histonas'®'’. Estas proteinas sdo as principais auxiliadoras no
empacotamento do DNA e atuam na regulagdo da expressdo génica. Dentre as
modificagdes que ocorrem nas histonas, a acetilagdo e desacetilagdo sdo comuns e
normalmente estdo em equilibrio. O descontrole desses eventos epigenéticos
interferem na expressdo e no silenciamento de genes, por meio da modificagdo
conformacional da cromatina, podendo contribuir desta maneira para a transformagao
maligna'®'°, Os fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do CEC, como
tabaco e alcool, sdo fatores importante que atuam como gatilho no desenvolvimento
de alteragbes epigenéticas, propiciando eventos importantes na carcinogénese'"2°.

Neste contexto, a utilizagao de técnicas de biologia molecular em estudos com
LO e LVP poderiam melhorar acentuadamente a deteccao de alteragdes moleculares
relacionadas com estas DPMOs, melhorando a eficacia na identificagao dos pacientes
com maior risco de transformagdo maligna?’. 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 disso, a LVP
frequentemente apresenta resposta inadequada a todas as modalidades de
tratamento e muitas vezes sofre recorréncia. Entdo, o melhor entendimento dos
mecanismos moleculares relacionados a ela, incluindo os mecanismos relacionados
as alteragcbes epigenéticas, podem auxiliar no desenvolvimento de medidas

terapéuticas mais eficientes.
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7 CONCLUSAO

¢ Os niveis de acetilagcao de histona H3K9 foram menores nas lesdes de LO;

¢ Houve maior dano de DNA nas lesdes de LO caracterizado pela fosforilagao de
H2A.X e reducao em LVP;

e Os niveis de metilagdo foram maiores no grupo LO;

e Este estudo evidencia que ambas as DPMOs apresentam perfil epigenético
distintos;

e O contato direto de PBMCs com linhagens celulares de queratindcitos normais,
displasicos e tumorais n&o parece influenciar o potencial proliferativo destas
células, embora tenha existido uma modulagdo nos niveis proteicos de
proteinas reguladoras do ciclo celular que favorecem a inibigdo da proliferagéo
celular;

e O contato direto de PBMCs de modo geral interferiu na modulagdo de TEM
gquando em contato com as diferentes culturas de queratindcitos orais, sendo
mais evidente em NOK-SI e DOK.
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