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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
[dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

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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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a participagdo de alteragdes
epigenéticas envolvendo histonas em lesdes de LO e LVP.

2.1 Objetivos Especificos

a) Analisar os niveis de acetilagdo de histonas H3 em lesbes de LO e LVP;

b) Analisar indiretamente o acumulo de danos no DNA por meio da marcagéo
com yH2ax em lesdes de LO e LVP;

c) Determinar se os niveis de acetilagdo de histona H3 em linhagens celulares
displasicas e tumorais da cavidade oral sofrem alteracédo pelo contato direto
com células polimorfonucleares (PBMCs) e se tal alteragdo pode impactar na
aquisicdo de caracteristicas mesenquimais pelas células epiteliais (TEM) ou

alterar nos niveis de marcadores de proliferacao.



19

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Desordens Potencialmente Malignas da Mucosa Oral e Carcinoma
Espinocelular

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sdo apresentagdes
clinicas que possuem risco aumentado de transformagao maligna, seja em uma les&o
clinicamente definida ou em uma mucosa clinicamente normal'. Sdo consideradas
como as principais DPMOs a leucoplasia, eritoplasia, eritroleucoplasia, queilite
actinica, liquen plano, queratose do tabaco sem fumacga, lesées no palato associadas
ao fumo invertido, candidiase crbnica, além de outras como fibrose submucosa oral,
disqueratose congénita, lupus eritematoso discoide e glossite sifilitica’?223. A
leucoplasia oral (LO) é a principal DPMO, a qual possui uma incidéncia de 3,4% e uma
taxa de transformagcdo 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 apds a exclusdo de outras doengas ou disturbios
conhecidos que mimetizam este aspecto clinico, mas que n&o carregam nenhum risco
conhecido para o cancer"'. Portanto, leucoplasia é considerada atualmente um termo
clinico usado temporariamente como hipotese diagnostica que implica na excluséo de
outras lesdes de aspecto similar e normalmente requer a realizagdo de uma bidpsia.
A LO é mais frequente entre homens caucasianos acima de 40 anos, fumantes e sua
prevaléncia aumenta com o avango da idade?*. As LOs podem exibir caracteristicas
clinicas similares entre si, mas apresentam um consideravel grau de heterogeneidade
microscopica. 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
realizagcdo de uma biopsia € mandatéria para o estabelecimento do diagndéstico
definitivo e correto estabelecimento da conduta clinica'. Atualmente a avaliagcdo
destes achados microscopicos, a presenga e severidade de mudancgas arquitetonicas
e de atipia celular, a displasia epitelial oral é utilizada para predizer o risco de
transformag&o maligna deste grupo de lesdes?®. No entanto, ndo ha métodos objetivos
ainda disponiveis para tipificar lesdes displasicas e permitir resultados consistentes e

reprodutiveis, uma vez que nem todas as lesdes orais com displasia progridem para
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uma neoplasia maligna®. Além disto, a utilidade desta subdivisio de displasia tem sido
questionada devido a grande variabilidade inter e intra observador no que diz respeito
a avaliagdo de presencga/auséncia e grau de displasia’?%. 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?223.
Assim, um dos maiores desafios entre os casos de LOs é o dilema de tentar prever
quais lesdes irdo 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 progressdo 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 é 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 n&o
fumantes, apresenta alta taxa de recorréncia e um indice de transformac&o maligna
que varia de 70 até 100% dos casos apds acompanhamento a longo prazo*628.
Devemos destacar que o perfil epidemiolégico 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 n&o ocorrer,
demonstrando um possivel padrdo biologico distinto entre LO e LVP. Esta
apresentacao clinica distinta associada ao comportamento bioldgico 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 progressdo para
Carcinoma Verrucoso e CEC oral. Contudo, o diagndstico definitivo da LVP deve ser
realizado de forma retrospectiva com base na observacdo 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 conclusido do
diagndstico 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 diagnostico precoce e melhor manejo

da doenca, mas a inexisténcia de caracteristicas clinicas e microscépicas especificas
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nas fases iniciais, juntamente com a terminologia diversa, faz com que o diagndéstico
diferencial das lesdes de LVP seja um desafio’?°3°. O estudo de Upadhyaya JD e
colaboradores” (2019) mostrou que existe uma importante variabilidade
interobservadores entre os patologistas no diagnostico dos varios aspectos
histolégicos que as lesbes 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 classificacdo proposta pela OMS enfatiza
apenas os critérios microscépicos para definir o estagio clinico das DPMOs,
baseando-se no grau de displasia’. Porém até o momento ndo existem preditores
clinicos e histopatoldgicos validados para prever quais lesdes irdo de fato evoluir e
progredir para malignididade. Neste contexto, a utilizagdo de técnicas de biologia
molecular em estudos com LO e LVP para melhor compreensao dos mecanismos
moleculares subjacentes poderiam melhorar acentuadamente a eficacia na
identificagdo dos pacientes com maior risco de transformagdo maligna?'3'. 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 progndsticas 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. Entdo, 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'®. 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 casos®3'. Esses dados desanimadores
estdo atribuidos a varios fatores, os quais incluem estagio avangado da les&o no
momento do diagnostico, cancerizagdo de campo e agressividade bioldgica inerente
que inclui propensdo a crescimento invasivo e disseminacdo 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 prevengdo primaria que diz
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respeito sobre evitar os fatores de risco como tabaco e alcool, quanto a prevencéao
secundaria, a qual se da por meio da detecgdo e gerenciamento precoce de lesdes
precursoras, conhecidas como DPMQOs3331,

A transigao de um epitélio normal para as DPMOs e para CEC oral é resultado
de um acumulo de alteragbes genéticas e epigenéticas que se tornam aberrantes e
causam rearranjo cromossémico, mutacgdes, metilagdo, entre outros, as quais afetam
a expressdo dos protocongenes e genes supressores de tumor'?3435, Além disso, os
aspectos clinicos e a presenca de displasia epitelial sdo resultados de alteracdes

moleculares que se acumulam com o tempo, levando a transformagao maligna.

3.2 Epigenética e Modificagao 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), € evidente que a paisagem gendmica do cancer
€ muito mais complexa do que o previsto!3637 Além das mutagbes genéticas, a
carcinogénese pode ser influenciada por modificagbes nos mecanismos herdaveis e
potencialmente reversiveis, denominados de mecanismos epigenéticos, que
provocam alteragbes na expressdo génica sem que ocorram modificacbes na
sequéncia do DNA3"38_ Essas modificagbes epigenéticas podem provocar alteragbes
globais na cromatina alterando a atividade transcricional através de metilagdo do DNA,
acdo de RNAs nao codificadores e modificagédo de histonas'®1837, Alteracdes nesses
fatores podem contribuir para padrdes epigenéticos anormais que podem favorecer a
desregulagéo de genes criticos envolvidos na proliferagdo, morte celular programada
e diferenciagdo celular®®4°. Evidéncias sugerem que a reprogramagao epigenética de
células tronco de cancer € um passo fundamental para as primeiras fases da
progressdo tumoral. Isto, promove a expansdo clonal de células aberrantes,
propensas a alteragdes genéticas e epigenéticas subsequentes, as quais estdo
associadas com a evolucéo neoplasica*'#3. Dessa forma, a combinacgéo de alteragdes
genéticas com as alteragdes epigenéticas, incluindo as modificagdes em histonas,
estdo associadas a evolugao das DPMOs para o CEC oral, bem como as fases iniciais
da carcinogénese®44. Dessa forma, as DPMOs sdo 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*s. Embora
existam apenas 4 bases de DNA, ha uma modificacdo covalente do DNA péds
replicativo, o qual produz uma quinta base. Reac¢des utilizando doadores de mil sdo
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 € conhecido como dinucleotideo
CpG*8. Nas células de cancer a enzima DNMT1 parece ser responsavel pela maior
parte da capacidade de metilagdo do DNA e por isso pressupde-se que ela seja o
principal fator na manutengao da metilagdo 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*S.

As modificagcdes envolvendo histona ocorrem pela acetilacdo, metilagao,
ubiquitinacao, fosforilagdo e sumoilagao, influenciando diretamente a empacotamento
do DNA e consequentemente aumentando ou reduzindo a transcrigdo®’. Tais
modificagdes sdo detectadas durante a plasticidade celular normal nos neurdnios e
linfécitos e desempenham um papel importante no comportamento do tumor*®-5'. Nas
células tumorais, as modificagdes envolvendo histonas promovem dinamicamente a
transcricdo de proto-oncogenes e silenciam os genes supressores de tumores para
apoiar a fisiologia desregulada do cancer'?34. Contudo, devido aos poucos estudos
avaliando as alteragcbes epigenéticas em DPMOs, tem sido desafiador identificar
marcadores epigenéticos iniciais associados ao desfecho clinico destas lesbes e por
isso, identificar a presenga dessas alteragdées nos ajudaria a compreender os eventos
epigenéticos que determinam a iniciagédo e progresséo 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 fung¢des importantes,
incluindo a regulacdo da expressdo de genes em varios tipos de tecidos. A
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compactagdo do DNA é regulada em partes por meio de modificacbes 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 eucarioticos de grandes dimensdes caibam dentro do nucleo das células.
Atualmente, sdo 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
octdmero de histonas onde o DNA se enrola (figura 1). Por exemplo, a Histona H3 e
H4 estdo diretamente relacionadas com a transcricdo 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, estdo sujeitas a um numero grande de modificagcdes pos-

traducionais®7-54:55,

Figura 1 - llustracéo da estrutura da cromatina
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Composta por unidades repetidas de nucleossomos, os quais nada mais sdo do que um
carretel composto por DNA e proteinas histonas (H2A, H2B, H3 e H4). Estas proteinas exibem
caudas pos-traducionais que estéo sujeitas a modificagdes. Os efeitos das modificagdes nas
histonas, bem como da metilagdo do DNA (DNAme) regulam a estrutura da cromatina entre
heterocromatina e eurocromatina. Os padrdes de Metilagdo de DNA e modificagdes em
histonas em todo o genoma séao referidos como “epigenoma”. A resposta a sinais externos e
interno regula a expressdo génica em diversos processos biolégicos e condigbes de doenca.

Fonte: Redd et al®®.
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A histona H2AX é uma variante da H2A, que junto com as outras histonas
citadas acima, compde o octdmero®. A H2A X representa 2-25% do total de H2A e
seus niveis sdo dependentes do tipo celular e do tecido®’. Através do mecanismo de
regulacado 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
radiacao ionizante, radioterapia, medicamentos, bem como também pode ocorrer
como parte de processos fisiologicos®%-6'. As quebras de dupla fita de DNA refletem o
dano ao DNA, o qual é identificado por meio da fosforilagdo de H2A.X (yH2A). Este, é
um marcador importante para deteccdo de quebras de duplas fita de DNA, as quais
ocorrem durante a formacédo e progressdo do cancer como resultado de fatores
endogenos e exogenos. A fosforilagdo de H2A.X na serina 139 resulta na variante
gama-H2A.X que é formada como resultado da instabilidade genémica®?. 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 DNA®2. Além do papel funcional, a
gama-H2A.x ou yH2A.X tem um papel estrutural que contribui para o recrutamento
efetivo de fatores de remodelag&o no local de reparo®2%3. A instabilidade genémica e
as quebras de dupla fita de DNA sao pressupostos para a derivagcao 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®2. Niveis elevados de yH2A tém sido observados em
células de cancer cervical, células de melanoma, carcinomas de colon, fibrossarcoma,
glioma e células de neuroblastoma®4-¢8,

As mudancgas dinamicas na organizagao da estrutura da cromatina sdo movidas
principalmente pela sua acetilagdo 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
transcrigao®”%. O processo de acetilagdo 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 interacédo 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 transcrigcdo e promovendo aumentos significativos
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na transcrigdo do DNA’'. As HATs intermediam a remodelag&o crucial da cromatina
para diferenciagao celular e proliferagao®®.

De forma oposta, ocorre a desacetilagcdo onde grupos acetil sdo retirados pelas
enzimas histonas desacetilases (HDACs). As HDAC promovem uma represséo
transcricional e silencimaneto génico por criar uma croamtina condensada dessa
forma, ndo acessivel’?. O equilibrio entre a agdo das HATs e HDACs garantem os
niveis basais da acetilagdo do nucleo das histonas e influenciam o grau de
compactagdo da cromatina desempenhando um papel regulatério da expresséo
génica’ (figura 2). Contudo, pode haver a acetilagdo em regides especificas
promotoras da transcricdo génica. O residuo de lisina 9 € o mais estudado
atualmente’. A acetilagdo das histonas afeta a fungdo 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 interagcdo na cromatina para proteinas regulatérias,
como fatores de transcrigdo, proteinas envolvidas na condensagado da cromatina e
reparo ao DNA. Desta forma, fica evidenciado que altera¢des nas histonas constituem
a principal categoria de controle transcricional epigenético’™>. Quando ha o
desequilibrio na acetilacdo e desacetilacdo das histonas, por alteragdes nas HATs e
HDACs, em regides promotoras ha uma contribuicdo para a desregulagdo da
expressao génica que pode estar relacionada a carcinogénese e a progressao do
tumor®”.76-80 Assim como mutagbes e variagbes no numero de copias de
modificadores epigenéticos, incluindo as enzimas HAT, HDAC, metiltransferases,

desmetilases, podem coletivamente conduzir a progressdo para o CEC oral®'.
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Figura 2 - Modulagéo dos niveis de acetilagao de histonas através do sistema HAT-HDAC
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Arte: Ana Kelly Vogt Kommers.

Fonte: Siqueira, Elsner®?.

O silenciamento de alguns genes, através da compactacédo da cromatina pelas
HDACSs, esta relacionado com a iniciagao tumoral por meio da diminuicdo da funcao
de genes como os inibidores do ciclo celular e da diferenciagao e aumentando fatores
promotores da carcinogénese como 0s responsaveis pela angiogénese, invasao,
adeséo e progressao. Além disso, as células tumorais malignas utilizam mecanismos
de regulagéo epigenética para aumento da sobrevivéncia e resisténcia a apoptose®384.
Tem sido descrito que a condensacgado da cromatina, através das HATs e HDACs,
juntamente com fatores de transcricdo € um determinante importante no controle da
transicao epitélio-mesénquima, ou seja, na aquisigao de caracteristicas mesenquimais
pelas células epiteliais e também no evento contrario, na transigdo mesénquima-
epitelial (TEM). A acetilagcao e desacetilagcao das histonas, ao contrario dos fatores de
transcricdo, pode ser passivel de uso de inibidores e, portanto, uma estratégia na
prevencdo da TEM®®. Alguns estudos tém utilizados inibidores das enzimas-chave do
processo de acetilagdo regulando as modificagbes das histonas que poderiam
prevenir o aparecimento de TEM e a progressao tumoral®-8. Por exemplo, no estudo

de Yoshikawa e colaboradores®® (2007), foi demonstrado que a inibigdo da HDAC, ou
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seja, a inibicdo da desacetilagéo, inibe a TEM induzida pelo TGF-f1 em células
epiteliais renais humanas. Além disso, baixos niveis de acetilacdo de H3K4 foram
correlacionados com estagios avangados de CEC, tumor primario, linfonodos
metastaticos e invasdo 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 a niveis avangados de CEC®%'. Especificamente o aumento da
expressdo de HDCA1 demonstrou correlagdo com pacientes jovens, género
masculino, pobre diferenciagéo e metastases’?. Existem poucos estudos envolvendo
a analise de acetilagdo de histonas em CEC de cabega e pescogo. Noguchi e
colaboradores® (2013) avaliaram a marcagdo imunoistoquimica da histona
desacetilase classe Ill (SIRT1), histona H3 lisina 9 acetilada (H3K9Ac), histona H4
lisina 16 acetilada (H4K16Ac) e p53 em CEC de cabega 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 imunomarcagéo
de MTA1 (do inglés mestastasis-associated protein 1) associada a metastases e sua
relagdo com a histona H4 desacetilada. Esses autores concluiram que um alto nivel
de histona H4 acetilada tem associagdao com melhor sobrevida de pacientes com CEC
de es6fago®.

A compreenséo da relacdo 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 os casos
de LVP. Os resultados mais promissores envolvendo os inibidores de HDACs (iHDAC)
estdo relacionados com sua ag&o sinérgica a outros regimes terapéuticos, incluindo
radioterapia, quimioterapia, inibidores de proteossoma dentre outros®%. Apesar de
promissor, o uso potencial de iIHDACs como parte de um novo regime terapéutico para
o tratamento de CEC de cabecga e pescoco permanece pouco explorado. Um estudo
in vitro com administracdo de iHDACs 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 combinagéo do inibidor de proteossoma PS-341, também
conhecida como bortezomib, com tricostatina A, um iHDAC. Os autores observaram
que a combinagdo destas drogas foi capaz de induzir sinergicamente apoptose em
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células de CEC de cabeca e pescogo. Por outro lado, o estudo de Erlich e
colaboradores® (2012) avaliou os efeitos antitumorais de novos inibidores P13K e
duplos PI3K-mTOR de nova geracéo, isoladamente ou em associagdo com iHDACs
em um modelo de CEC de cabeca e pescoco. A fosfatidilinositol-3-fosfato cinase, AKT
e inibidores duplos de PISBK-mTOR causaram aumento acentuado da citotoxicidade
induzida por iDACs em células cancerigenas de CEC de cabecga e pescoco in vitro.
Os iHDACs e inibidores de fosfatidilinositol-3-fosfato-quinase (PI3KIs) inibiram o
crescimento tumoral em modelos de xenoenxerto de CEC de cabeca e pescog¢o. No
entanto, ndo houve evidéncias de eficacia aprimorada com uma combinagdo de
iHDAC e PI3KI%.

Sabe-se que a inflamagédo crbnica € um fator crucial na interface entre a
genética e o 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 metilagdo do DNA e silenciamento de genes s&o 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 supresséo de células T no sangue e no microambiente
tumoral de pacientes com CEC oral. O liquen plano oral (LPO) € um exemplo de les&o
autoimune mucocuténea crénica de etiologia desconhecida e reconhecida como
sendo precursora de CEC oral, embora ainda existam resultados controversos sobre
o 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
estre estes niveis nas DPMOs e concluiram que estas citocinas salivares poderiam
atuar como marcadores de diagnostico para deteccdo 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 exposicdo a fatores ambientais, influenciando padrées de mutilacdo e
acelerando o risco de cancer. Entretanto, em comparacdo com CEC oral, ndo foi
possivel identificar alteragbes genéticas recorrentes nas lesbes de LPO,
demonstrando maior instabilidade genética nas neoplasias, sendo esta instabilidade
nao significativa no LPO. Por outro lado, foi possivel observar altera¢gées no padrao
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de metilacdo 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 imunoldgico. A presenga de um
infiltrado inflamatoério crénico substancial composto principalmente por linféticos T
justa-epiteliais justificou a comparacéo do LPO com outras doengas inflamatérias com
maior potencial de transformagdo maligna, incluindo pdlipos de coélon, gastrite
estomacal, lesdes pré-neoplasicas bronquica e esdfago de Barret'03.1%4, O estudo de
Dillenburg e colaboradores'® (2015) avaliou alteragdes epigenéticas em lesdes de
LPO observou que as lesdes de LPO que tiveram resolucido parcial e as que nao
responderam ao tratamento e recidivaram, estavam associadas a um aumento na
acetilagcdo de H3K9, bem como ao aumento de fosforilagdo 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 inflamagdo cronica'®. Recentemente, Almeida LO e
colaboradores'%” (2013) mostraram que as modificagbes em histonas desempenham
papel central na agressividade e resisténcia a quimioterapia observadas no CEC de
cabecga e pescogo por meio da regulagéo positiva do fator nuclear kappa de cadeia
leve, molécula esta que esta envolvida no desenvolvimento de cancer, doengas
autoimunes e inflamacgé&o. Além disso, evidencias emergentes indicam o envolvimento
de modificagdo de histonas em condi¢des inflamatérias como artrite reumatoide,
doenga pulmonar crénica obstrutiva a asma severa'®®. O fator de transcrigdo Nf-kB
desempenha papel central na indugdo de genes envolvidos na imunidade e
inflamag&o e por isso surgiu a ideia de que a inibigdo de NF-kB poderia anular a
sinalizacéo de citocinas pro-inflamatodrias e se tornar um alvo na artrite reumatoide'.
Curiosamente existem evidéncias de que a ligacdo de NF-kB aos seus alvos
nucleossémicos requer alteracbes conformacionais de histonas para tornar seus
locais de ligagédo acessiveis''%. Foi demonstrado que a sinalizagdo pro-inflamatéria
iniciou modificacbes de histonas como acetilagdo da histona H3, fosfoacetilagdo da
histona H4 e metilacdo reduzida de H3K9 e como consequéncia, aumentou o

recrutamento de NF-kB e com isso, aumento varias citocinas e quimiocinas''!. Sabe-
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se que a interleucina 6 (IL-6) € uma citocina importante na patogénese da artrite
reumatdide, a qual € induzida por NF-kB mas também inicia modificacdes
epigenéticas. Verificou-se que no cancer a IL-6 melhorou e manteve a hipermetilagéo
do gene supressor de tumor p53'12. Existem varios dados que reforgam que a
expressao de IL-6 em tumores altera os niveis de expressao de alguns micro-RNAs e
sua regulacgao é dependente da metilagao''314. Esses achados sustentam a hipotese
de que um controle epigenético complexo esta relacionado a respostas imunes e
inflamatorias?°8.

Considerando o comportamento altamente recorrente e de progressédo para
CEC observado em pacientes com LVP, a utilizacdo de modalidades terapéuticas
envolvendo iHDACs pode representar uma estratégia inovadora para este grupo de
pacientes. Assim, uma avaliagdo inicial do estado de acetilagdo da histona H3 e yH2ax
é fundamental para averiguar a real participagado destes processos epigenéticos em
pacientes com LVP. Devemos destacar que este sera o primeiro estudo a comparar o
estado de acetilagdo de histonas entre amostras de LO e LVP, com relagdo aos
parametros clinicopatologicos 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 acetilacdo de histona e de fosforilagdo de DNA, bem como se o contato dos
mesmos com o0s queratinocitos normais, displasicos e tumorais afeta a proliferacéao

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

4.1 Aprovagao do Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado na sessao de 23 de novembro de 2018 e foi
realizado de acordo com a Resolugéo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do CNS e
aprovado pelo CEP/FOAr - Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara da UNESP (protocolo CAAE: 96976718.3.0000.5416;
Anexo A).

4.2 Amostras para Analise de Imunofluorescéncia

O presente estudo avaliou 3 grupos distintos de amostras. O grupo 1 foi
composto por 12 blocos de hiperplasia fibrosa inflamatoria (HFI) como controle; o
grupo 2 foi composto por 7 blocos parafinados obtidos a partir de bidpsia
incisional/excisional de LO unifocal; e o grupo 3 foi composto por 12 blocos
parafinados de bidpsias obtidas em diferentes momentos durante o acompanhamento
meédio de 98 meses de pacientes com diagnostico clinico de LVP com uma média de
2 bidpsias por individuo. Os critérios utilizados para o diagndéstico diferencial entre as
lesdes de LO e LVP foram baseados na classificacdo de 2017 da OMS para tumores
de cabeca e pescogo'. As amostras do grupo 3 foram constituidas de alteragbes
microscopicas que variaram de hiperqueratose e/ou acantose a hiperplasia verrucosa,
com diferentes graus de displasia ou sem displasia. Foram excluidas deste grupo
amostras que revelaram microscopicamente um CEC in situ, CEC ou carcinoma

Verrucoso.

4.3 Estagio Morfolégico e Classificagdao das Amostras

Os blocos de parafina foram submetidos a dois novos cortes com 5 uym de
espessura, os quais foram corados com hematoxilina-eosina (H&E) e posteriormente,
analisados para descricdo morfolégica e confirmagdo do diagndstico. O grau de
displasia epitelial na LO e nas lesdes leucoplasicas de LVP foi estabelecido de acordo

com os critérios propostos pela Organizagdo Mundial da Saude'. A analise do risco
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de transformacao maligna dos casos de LO e LVP foi realizada conforme os critérios
propostos por Kujan e colaboradores em 20068, os quais foram recomendados em
uma ultima reunido patrocinada pela OMS, sugerindo classificar as DPMOs em dois
tipos: (i) baixo risco (nenhuma alteragdo/questionavel/displasia leve) e (ii) alto risco
(displasia moderada e severa)'®,

4.4 Reagao de Imunofluorescéncia

O protocolo de imunofluorescéncia (IF) foi realizado como relatado
anteriormente®', porém com algumas modificagdes. Inicialmente as laminas passaram
pelo processo de desparafinizagdo com xilol na estufa & 60°C durante 1 hora. Nos
primeiros 15 minutos as laminas e o xilol foram colocados dentro da estufa por 45
minutos e posteriormente foram imersas solugdo de desparafinizagdo. 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 desta
etapa foi realizada a recuperagéo antigénica em microondas 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 solug&o tampé&o de fosfato-salino
(PBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram ent&o incubadas
com o anticorpo primario diluido em solugdo de PBS com BSA 1% overnight na
geladeira. Os anticorpos primarios utilizados nesta etapa do estudo estdo descritos
em detalhes no quadro 1. Apés o periodo de incubagéo, foram realizadas 3 lavagens
com PBS 1x em ambiente protegido de luz, durante 5 minutos cada lavagem, seguida
da incubacdo com o anticorpo secundario. Para o anticorpo fosfo-histona H2AX
(Ser139) utilizamos o anticorpo secundario anti-mouse (532nm) e para o anticorpo
DNMT1(H-300) utilizamos o anticorpo secundario anti-rabbit (532nm). Todos os
anticorpos secundarios foram diluidos em PBS+BSA 1% na concentragao de 1:200 e
incubados a 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 entdo lavadas 3 vezes
com PBS 1x por 5 minutos seguida da lavagem com agua destilada por 2 vezes por 5

minutos, ambas no escuro. Realizamos entdo a montagem das laminas com
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fluorshield (Sigma-Aldrich #F6182) e imagens de 4 a 10 campos de cada caso foram
capturadas a uma amplificacdo de 400x utilizando uma camera digital monocromatica
QImaging-ExiAqua acoplada a um microscoépio Nikon Eclipse 80i (Nikon, Melville, NY)
e analisadas utilizando o Nikon Imaging Software (NIS) — Elements (Nikon Instruments
Inc; Mellvile; NY, EUA). Todas as células positivas e negativas foram contadas em
cada campo e a porcentagem do numero total de células foi calculada para cada

amostra.

Quadro 1 - Anticorpos primarios utilizados na analise de Imunofluorescéncia

Anticorpo Clone Fornecedor Diluigao
Acetyl-histone H3(Lys9) C5B11 Cell Signaling 1:400
YH2A X(phospho S139) JBW301 EMD 1:200
DNMT1 H300 Santa Cruz 1:100

Fonte: Elaboragao propria.

4.5 Analise em Cultura Celular

Com o objetivo de avaliar se a presenga de células inflamatoérias € capaz de
modular os niveis de acetilacdo de H3 em células displasicas e neoplasica orais, além
de analisar o impacto desta interagdo em eventos iniciais da carcinogénese; foi
realizado neste estudo alguns ensaios in vitro utilizado um protocolo de co-cultura
celular de células mononucleares do sangue periférico com diferentes linhas celulares
de queratindcitos orais. Por meio desta estratégia, foram avaliadas as alteragbes em
proliferagdo celular e transigao epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés, epithelial-
mesenchymal transition) por diferentes metodologias, como descrito a seguir.

4.5.1 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Para a obtencdo dos PBMCs o sangue periférico de doadores saudaveis (sem
diabetes, hepatite, HIV, sifilis) foi coletado utilizando-se o sistema a vacuo. Apos a
coleta, o sangue foi diluido em PBS pH 7,2 na proporgao 2:1 e transferido para tubos
cbnicos contendo Ficoll-Hypaque (GE Healthcare), também na proporgéo 2:1. Apos
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centrifugacéo, a 400 x g por 30 minutos a 20°C, a camada de PBMC obtida entre a
mistura de Ficoll-Hypaque e o plasma foi removida, depositada em novos tubos
cbnicos e lavada com 20 ml de PBS. Apds o descarte do sobrenadante, o sedimento
composto de PBMC foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (Invitrogen,
EUA) suplementado com L-Glutamina, 10% de soro fetal bovino (FBS; Cultilab Ltda,
Brasil), 10mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) e
200U/ml de Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen, EUA). Uma aliquota da suspensé&o
celular foi entdo removida, diluida 1:20 em azul de Trypan (Sigma) e quantificada em

camara de Neubauer.

4.5.2 Cultura celular de queratinécitos orais

Este estudo utilizou as linhagens celulares de queratinécitos NOK-SI, DOK,
SCC25 e Detroit 562, todas obtidas comercialmente. Como grupo controle, foi utilizada
da linhagem celular NOK-SI originada a partir de queratinocitos normais derivados de
mucosa bucal humana e espontaneamente imortalizada, a qual foi obtida no Instituto
Nacional de Pesquisa dental e craniofacial (#NIDCR # 06-D-0144) e encontrava-se
armazenada no laboratério de cultura de células e de biologia molecular e celular, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Rossa Junior. Estes queratindcitos foram
cultivados em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino (FBS; Cultilab Ltds, Brasil)
e 200U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). A DOK (CVCL_1180) €& uma
linhagem celular de queratindcitos displasicos obtida comercialmente (#94122104,
ECACC - European Collection of Authenticated Cell Cultures, London, UK), a qual foi
originada de uma lesdo branca em dorso de lingua de um homem de 57 anos e o grau
de displasia foi descrito como leve/moderado. Esta linhagem foi cultivada em meio de
cultura DMEM (Gibco) suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro Bolvino Fetal
(Lonza), 5ug/ml de hidrocortisona e 200U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). A
SCC25 (CRL-1628) é uma linhagem de queratindcitos tumorais oriunda de um
carcinoma espinocelular de lingua em um homem de 70 anos de idade e foi adiquirida
da American Type Culure Collection (ATCC, EUA). Essas células foram cultivadas em
meio de cultura composto por partes iguais de DMEM e meio Ham’s F12 (DMEM/F-
12; Invitrogen, EUA) contendo 1,2g/L de bicarbonato de sédio, 2,5mM de L-glutamina,
15mM de HEPES e 0,5mM de piruvato de sodio suplementado com 10% de FBS
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(Cultilab Ltds, Brasil), 0,4 pg/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), EUA) e antibidtico
(Invitrogen, EUA). A linhagem celular Detroit 562 (CCL-138) € uma linhagem originada
a partir de queratinécitos tumorais metastatica derivada do liquido pleural de uma
mulher adulta com carcinoma primario de faringe. Essa linhagem foi cultivada em meio
DMEM com 1% de aminoacidos nao essenciais, 2mM de L-glutamina, 1TmM de
piruvato de sodio, 1500mg/L de bicarbonato de sddio, 1.0g/L de glicose, suplementado
com 10% de FBS (Cultilab Ltds, Brasil). Todas as linhagens foram mantidas a 37°C
em estufa contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

4.5.3 Co-cultura de PBMCs e linhagens celulares de queratinécitos

Os experimentos de co-cultura com PBMCs e as linhagens celulares
displasicas (DOK), tumorais (SCC-25 e Detroit 562) e controle (NOK-SI), foram
realizados para acessar os efeitos do contato direto dos PBMCs sobre as diferentes
linhagens de queratindcitos. Assim, foi possivel avaliar se as diferentes linhagens
celulares (normal, displasica e tumoral) em co-cultura com PBMCs adquirem
vantagens em alguns dos principais fenotipos associados a tumorigenese, incluindo
proliferagdo celular, transicdo epitélio mesenquimal (epithelial-mesenchymal
transition - EMT), ciclo celular e acetilagdo. Para a realizagédo desta etapa os PBMCs
foram coletados por centrifugacéo e dissociagado ndo-enzimatica para posterior cultivo
em co-cultura com as diferentes linhagens celulares na proporgéo de 1 (PMBCs): 1
(NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562) por diferentes periodos segundo o desfecho
experimental de interesse. Cada linhagem celular foi dividida em dois grupos, com
contato e sem contato com os PBMCs, e os experimentos foram realizados em

triplicata e repetidos duas vezes de forma independente.

4.5.4 Avaliacao dos niveis de acetilagao de histona H3 por citometria de fluxo

Para avaliar os niveis de acetilagado da histona H3 diante do contato direto e do
nao contato dos PBMCs com os diferentes queratindcitos orais, as linhagens NOK-SI,
DOK, SCC25 e Detroit 562 foram cultivadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 em
co-cultura com os PBMCs, na proporgédo 1(PBMCs):1(queratindcitos), durante um
periodo de 48 horas. Foram plaqueados 1,5x10° queratindcitos em co-cultura com
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1,5x10° PBMCs em placas de 6 pogos contendo 1,5ml de meio de cultura especifico
de cada linhagem e 1,5ml de meio RPMI suplementado com 10% de FBS, sendo que
0s grupos sem contato continham apenas a linhagem de queratinécito com a mesma
quantidade de meio especifico e meio RPMI. Apdés as 48 horas de contato, os
queratindcitos foram lavados com PBS, tripsinizados e centrifugados a 3.000xg por 3
minutos. Entdo, realizamos a fixacdo das células com 100uL de formaldeido a 4%
durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguida da lavagem por centrifugacéo
com PBS. A permeabilizagdo das células foi realizada com metanol gelado na
concentracdo de 100%, o qual foi adicionado lentamente enquanto as células eram
vortexadas suavemente, até a concentragdo de 90% de metanol. As células foram
permeabilizadas no gelo durante 10 minutos e posteriormente lavadas por
centrifugacdo com PBS para remogéo do metanol. Em seguida as células foram
incubadas em uma solugé&o de 100ul com anticorpo primario acetil-histona H3(Lys9)
(Cell Signalling #9683S) conjugado com Alexa 488, na proporg¢éo 1:200 durante 1 hora
a temperatura ambiente e protegido da luz. Lavamos as células por centrifugagdo com
PBS e ressuspendemos em 400ul de PBS para analise em citdmetro de fluxo. As
amostras foram adquiridas em citdbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, EUA)

e um minimo de 10.000 eventos foi analisado para cada amostra.
4.5.5 Avaliagao da proliferagao celular

Para os experimentos de proliferacéo celular, as diferentes linhagens celulares
(NOK-SI, DOK, SCC25 e Detroit 562) foram plaqueadas na concentragdo 1,5x10° por
poco em placas de 6 pogos, na presenga (propor¢gdo 1:1) ou ndo dos PBMCs e
cultivadas em estufa a 37°C com 5% de CO.. Apds 24 horas, as células foram
cultivadas por 48 horas na auséncia de FBS para promog¢ao do sincronismo celular.
Transcorrido este tempo, as células foram cultivadas com FBS 1% durante 24 horas
e entdo foram lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 350xg por 5 minutos.
O sedimento foi ressuspendido em PBS, seguido de nova centrifugagdo. Apos
descarte do sobrenadante, as células foram fixadas e permeabilizadas com etanol
70% gelado, gota a gota, sob agitagdo durante 30 segundos, seguido da incubagéo
por 1 hora no escuro a -20°C. Posteriormente, as células foram centrifugadas e
lavadas 2 vezes com tamp&o de FBS 1% diluido em PBS. Ao final das lavagens,

aproximadamente 1,5x10° células foram marcadas com 5 pl do anticorpo primario PE-
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Cy™7 Mouse anti-Ki-67 (Clone B56, BD Pharmingen) e incubado em cdmara escura
por 30 min a temperatura ambiente. Ao final da incubagdo o precipitado foi lavado 2
vezes e ressuspendido em com tampao de FBS 1% diluido em PBS. O total de 10.000
eventos foram adquiridos no citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD biosciences) e os
dados foram analisados no software FlowJo (versdo 10.0.7, Tree Star), sendo os
resultados expressos por meio da mediana de intensidade de fluorescéncia (median
fluorescence intensity - MFI).

4.5.6 Analise do ciclo celular

A porcentagem de células de cada fase do ciclo celular foi determinada apos
marcagao com PI. Para isso, as linhagens de queratindcitos orais normais, displasicos
e tumorais foram plaqueadas na quantidade de 1x10° células por pogo, em placas de
6 pogos com meio de cultura suplementado com 10% de FBS e mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO.. Apds 24 horas, o meio de cultura foi trocado por meio fresco
nao suplementado com FBS para promover a sincronizagéo das células e estas foram
mantidas em cultivo durante 48 horas. Transcorrido este periodo, adicionamos os
PBMCs nos grupos em que queriamos avaliar a co-cultura dos mesmos com 0s
queratindcitos e todos os grupos receberam neste momento meio de cultura fresco
com 1% de FBS. Apo6s o periodo de 24 horas, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e fixadas em etanol 70% gelado por 12h a -20°C. Para a marcagéo das
fases do ciclo celular, as células foram coradas com 50 pyg/ml de iodeto de propideo
(Sigma-Aldrich, EUA) e mantidas no escuro a 4°C por pelo menos 1 h. As amostras
devidamente marcadas foram adquiridas em citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences, EUA). Um minimo de 10.000 eventos foi analisado para cada amostra.
Para a determinac&o da porcentagem de células em cada fase do ciclo, utilizou-se o

™

programa ModFit LT " (BD Biosciences, EUA).

4.5.7 Analise da expressao génica por RT-PCR quantitativo (QRT-PCR)

Para avaliar a expressao génica de marcadores que indicam transigao epitélio-
mesenquimal, foram realizadas reagdes de qRT-PCR para os marcadores E-caderina,
N-caderina e Vimentina. As etapas realizadas estao descritas abaixo.
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4.5.7.1 Isolamento e analise da concentragao de RNA total

Para os experimentos de avaliacdo da transicdo epitélio-mesenquimal, as
diferentes linhagens celulares (NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562) foram cultivadas
em frascos de 25 cm? na presenga ou ndo de PBMCs (na proporgdo de 1:1) em estufa
a 37°C com 5% de CO2. Transcorrido o periodo de 24 horas, os queratindcitos foram
lavados com PBS, tripsinizados e centrifugadas a 400 g por 3 min. Posteriormente, os
precipitados celulares foram incubados com 700 ul do reagente TRIzol (Invitrogen,
EUA) e mantidos por 5 min em temperatura ambiente. Apds adigdo de 140 ul de
cloroférmio para cada tubo, uma agitagéo vigorosa por 15 segundos foi realizada. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 9000 g em temperatura de
4°C. A fase aquosa da solugao foi transferida para tubos novos e 350 pl de alcool
isopropanol foi adicionado para precipitacdo do RNA. Esta mistura foi homogeneizada,
incubada em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 9000 g a 4°C por
10 minutos. Apos centrifugagédo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de
RNA foi lavado com 700 ul de 75% etanol gelado. Apds nova centrifugagao a 6000 g
a 4°C por 5 min, o precipitado foi seco, ressuspendido em agua livre de DNases e de
RNases e estocados na temperatura de -80°C até o momento de sua utilizagdo. A
concentracdo de RNA total foi determinada pelas absorbancias (Abs) com
comprimento de onda de 260 nm e 280 nm em espectrofotdmetro Nanodrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific, EUA), sendo que Abs2sonm igual a 1 foi equivalente a 40
pug/ml de RNA total e a razdo Absasonm/Abs2sonm foi aproximadamente igual a 1,9.

4.5.7.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, 1ug de RNA total foi reversamente transcrito com o
kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, EUA) em uma reagdo com
volume final de 25uL, contendo 2,5uL de tampao 10x RT Buffer, 1uL de mistura de
25x de dNTP, 2,5uL de 10x Random Primers, 1,25uL de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (50U/uL), 0,65uL de RNase Inhibitor e agua deionizada tratada com
DEPC 0,1% em quantidade suficiente para completar o volume final. As reagdes foram

realizadas em termociclador a 25°C por 10 min, 37°C por 120min e 85°C por 5seg.
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4.5.7.3 Reagao de PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

As reacoes de qRT-PCR foram processadas em duplicatas em placas de 96
pocgos usando o sistema de deteccdo SYBR® Green no aparelho StepOnePlus Real
Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). A reagdo de amplificagado foi realizada
em um volume final de 20uL, composta de 8 uL do cDNA na diluicdo de 1:50, 10uL do
reagente GoTaq® qPCR Master Mix com 0,2 ul de CXR Reference Dye (Promega,
EUA) e 1,8 ul da mistura dos pares de primers Foward e Reverse de cada gene na
concentragcédo de 5 uM. Todos os primers foram sintetizados pela IDT (Coralville, IA,
EUA) e as sequéncias dos genes de interesse e controle interno utilizados nas reagdes
estdo descritos na quadro 2. Todos os resultados foram normalizados pelos valores
do gene de referéncia (controle interno) gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). As condi¢gbes de amplificagdo foram 2 min a 50°C para a ativagao da
enzima AmpErase, 10 min a 95°C para a ativagado da enzima AmpliTaq gold DNA
polymerase, seguidos de 40 ciclos de desnaturagcédo a 95°C durante 15 s e 1 min a
60°C para pareamento dos primers e extensdo. Ao final da amplificagdo, uma etapa
adicional de dissociagéo foi realizada (40 ciclos com um decréscimo de 1°C a cada 15
s, iniciando-se em 95°C) para a geragdo de uma curva de dissociagdo (curva de
melting) necessaria para confirmagéo da especificidade da amplificagao.

Para analise de express&o génica foi utilizado o método Delta-Delta Ct (AACt)
(Livak & Schmittgen, 2001). Calculou-se inicialmente o ACt de cada amostra,
subtraindo-se os valores de Ct (Threshold cycle ou limiar do ciclo) do gene controle
dos valores de Ct do gene alvo. Para o calculo do AACt utilizou-se a formula seguinte:
[AC (amostra) - ACt (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o AACt, aplicou-
se a férmula 224t que resultou no valor da expressao génica relativa. Para utilizar o
método comparativo ou 224Ct foi necessario determinarmos inicialmente a eficiéncia
de amplificacdo do gene alvo e do controle interno. Para tanto foram feitas curvas
seriadas dos pools de cDNAs para cada um dos genes estudos, sendo que para
comparar a eficiéncia de amplificagdo dos dois genes, subtraem-se os valores de Cr
do gene controle dos valores de Cr do gene alvo. A diferenga é plotada contra o
logaritmo da diluigdo do cDNA. Quando a inclinac&o da reta (slope), for menor ou igual
que 0,1 a eficiéncia de amplificacdo € comparavel, podendo-se assim utilizar este
método.
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Quadro 2 - Pares de primers utilizados nos ensaios de qRT-PCR.

Gene Primer Sense (5°-3’) Primer Antisense (5’-3’)

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
E-caderina | ACAGCCCCGCCTTATGATT TCGGAACCGCTTCCTTCA
N-caderina | GTGCATGAAGGACAGCCTCT CCACCTTAAAATCTGCAGGC
Vimentina GGCTCGTCACCTTCGTGAAT TCAATGTCAAGGGCCATCTTAA

Fonte: Elaboragao propria.

4.5.7.4 Analise proteica por Western Blot

Para realizagéo da analise proteica, placas de 100 mm? contendo co-cultura de
PBMCs e as diferentes linhagens de queratinécitos (NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit
562) em 70% a 80% de confluéncia foram lavadas 2 vezes com PBS gelado.
Posteriormente, foram adicionados 5 ml de PBS gelado e as células foram destacadas
das placas com o auxilio de um “cell scraper” (Costar, EUA) e transferidas para um
tubo de 15 ml o qual foi centrifugado a 400 g por 5 min. Os precipitados celulares
foram incubados com 100 pl de tampéao de lise contendo 10% de sacarose, 1% de
Triton X-100, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 137 mM de NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de
EDTA e inibidores de proteases (Roche, Alemanha) no gelo por 40 min, sendo
homogeneizados a cada 10 min. Apos este periodo, o material foi centrifugado a
10.000 g por 15 min a 4°C e os sobrenadantes coletados. As concentracdes de
proteina total foram determinadas pelo método de Bradford (Bio-Rad. EUA), em que
se utiliza 1,0 mg/ml de soro albumina bovina BSA (Sigma-Aldrich, EUA) como proteina
de referéncia para a obtengao da curva padrao. A leitura da absorbancia foi realizada
com filtro de 595 nm de comprimento de onda em leitor de microplacas (VersaMax,
Molecular Devices). Posteriormente, quantidades padronizadas de proteina total para
as reacgbes de cada anticorpo foram separadas eletroforeticamente em um gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio a 10% (SDS-PAGE) com tampé&o redutor.
Em seguida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose e

coradas com solugdo de vermelho de Ponceau para verificar a eficacia da
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transferéncia. As membranas foram lavadas em solu¢ao contendo 20 mM de Tris-HCL
(pH 7,6), 150 mM de NaCl e 1% de Tween 20 (TBST) durante 15 min e em seguida
foram bloqueadas com solucéo contendo 10% de leite desnatado dissolvido em TBST
a temperatura ambiente por 2 h. Os anticorpos primarios (quadro 3), diluidos em TBST
com 5% de leite desnatado foram incubados “overnight”, sob agitacdo constante a
4°C. Apos 3 lavagens consecutivas com solugdo de TBST, as membranas foram
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario conjugado a peroxidase diluidos em
solugdo de 5% leite desnatado em TBST. Apdés uma nova série de lavagens, as
membranas foram reveladas usando o ECL kit de quimioluminescéncia para Western
blot (Bio-Rad Laboratories, EUA). As imagens visualizadas em um sistema de
documentacéo digital (Chemi-Doc XR, Bio-Rad Laboratories).



Quadro 3 - Anticorpos primarios utilizados nos experimentos de western blot.
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Peso Molecular

B-actina

Anticorpo Clone Fornecedor (kDa) Diluicao
E-caderina 24E10 Cell Signaling 135 1:1000
N-caderina D4R1H Cell Signaling 140 1:500
Vimentina D21H3 Cell Signaling 57 1:1000
D21 WAFTCit C-19 Santa Cruz 21 1:200
D27KP 57/Kip1/pp27 BD Pharmingen 27 1:200
p16/ks G175-405 BD Pharmingen 16 1:100
Cdk2 55/CDK2 BD Pharmingen 33 1:1000
Cdk4 C-22 Santa Cruz 34 1:5000
Cdk6 C-21 Santa Cruz 36 1:1000
Ciclina E E-4 Santa Cruz 53 1:1000
Ciclina D1 Policlonal ABclonal 36 1:2000
Acetyl-Histone H3(Lys9) C5B11 Cell Signaling 17 1:500
Fosfo-H2A X(Ser139) 6L16 Sigma-Aldrich 15 1:1000
ACTB ABclonal 43 1:2000

Fonte: Elaboragao propria.

4.5.7.5 Analise estatistica

Todos os experimentos in vitro foram repetidos, pelo menos, 3 vezes

expressos como média

e

desvio padrdo. Os dados foram entdo tabulados e a

distribuicdo normal ou n&o-normal foi determinada pelo teste de normalidade de

Shapiro-Wilk para posterior aplicacdo de testes estatisticos adequados segundo a

distribuicdo dos dados. A analise estatistica para comparagao entre os grupos foi

realizada pelo teste T-student e teste de Wilcoxon-Mann-Whitney quando n&o houve

distribuicdo normal dos dados. Quando apropriado, alguns resultados foram avaliados

também de forma descritiva. O nivel de significancia adotado nas analises foi de 95%

(p=0.05) e o software utilizado para as analises foi o Prism 4, GraphPad Software Inc.
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5 RESULTADO
Os resultados obtidos neste trabalho encontram-se descritos nas sessoes abaixo.

5.1 Caracteristicas Clinico-Patolégicas dos Pacientes com LO e LVP

O perfil epidemioldgico dos pacientes envolvidos neste estudo revelou que a
maioria dos que pertenciam ao grupo de LO era do sexo masculino (n=4; 57,14%)
com uma meédia de idade de 57 anos (variando de 35 a 76 anos), os quais
apresentaram histéria de consumo de tabaco (n=4; 57,14%) e apenas um dos 7
pacientes apresentou historia de consumo de alcool. A maioria dos pacientes era de
raca branca (n=6; 85,71%) e apenas 2 pacientes apresentaram lesdo com tamanho
maior que 3 centimetros, sendo que 71,42% apresentou displasia leve (5 pacientes)
e 2 deles apresentou displasia moderada a severa (28,57%). Nenhum dos casos de
LO apresentou recidiva das lesdes apds remogao cirurgica com bisturi.

Em relagdo as caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes do grupo de
LVP, a maioria era do sexo feminino (9 pacientes, 75%) e apenas 3 eram do sexo
masculino. A média de idade observada foi de 63 anos, sendo que 66,6% dos
pacientes tinham entre 60-62 anos de idade (8 dos 12 pacientes). Todos os pacientes
do grupo LVP eram da raga branca, com 66,6% apresentando histéria de consumo de
tabaco e nenhum deles apresentou historia de consumo de alcool. Os pacientes
diagnosticados com LVP apresentaram lesbes com area total maior que 3 centimetros
no momento do diagnostico, havia espalhamento das lesdes para outros sitios orais,
sendo estas caracteristicas utilizadas para o estabelecimento do diagndstico clinico
desta DPMO. Histologicamente, 58,33% dos casos apresentaram displasia moderada
e 25% apresentaram displasia severa, sendo entdo 83,33% das lesbes de alto risco e
apenas 16,6% (2 pacientes) de baixo risco.

A distribuicdo das caracteristicas clinicas dos grupos de LO e LVP selecionados
para este estudo encontram-se descritas na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes com LO convencional e LVP,
considerando o numero de blocos parafinados selecionados para a analise de
imunofluorescéncia

LO LVP
Parametros N=07 N=12
n (%)* n (%)*
Idade
Média de anos (DP) 57 (+12,23) 63 (+9,14)
Sexo
Masculino 4 (57,14) 3 (25)
Feminino 3 (42,85) 9 (75)
Raca
Brancos 6 (85,71) 12 (100)
N&o brancos 1(14,28) 0 (0,0)
Tabagista
Nao 4 (57,14) 4 (33,3)
Sim 3 (42,85) 8 (66,6)
Alcoolista
Nao 6 (85,71) 12 (100)
Sim 1(14,28) 0 (0,0)
Tamanho total da lesao
Menor que 3 cm 5(71,42) 0 (0,0)
Maior que 3 cm 2 (28,58) 12 (100)
Grau de displasia
Baixo grau 571,42) 2 (16,6)
Alto grau 2 (28,57) 10 (83,3)
Transformagao maligna
Nao 7 (100) 2 (16,6)
Sim 0 (0,0) 10 (83,3)
Recidiva
Nao 7 (100) 2 (16,6)
Sim 0(0,0) 10 (83,3)

* exceto idade

Fonte: Elaboracéao prépria

5.2 Amostras de LO e LVP Apresentam Hipoacetilagao de H3K9

Para acessar os niveis de acetilacdo de histona H3 entre as amostras de LO e

LVP, foi realizada uma analise de IF por meio da imunomarcagcdo com o anticorpo

Acetyl-Histone H3(Lys9).

Nossos resultados

revelaram que ambas DPMOs

apresentam uma hipoacetilagcdo de H3K9 em relagdo ao grupo controle (HFI), sendo

estatisticamente significante os niveis reduzidos (p=000,1) de H3K9ac no grupo LO

em relag&o ao controle (Figura 3A). Adicionalmente as amostras dos grupos LO e LVP
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foram divididas em dois grupos, hipoacetilado e hiperacetilado, segundo a mediana
da porcentagem de marcagado para H3K9ac. A analise destes resultados revelou
diferencga estatistica em relagcédo aos niveis de H3K9ac no grupo LVP que se mostrou
maior numero de amostras no grupo hiperacetilado em comparagdo com o numero de
amostras hipoacetiladas dentro do mesmo grupo (p>0,05), bem como quando
comparado com o grupo hipoacetilado da LO (p>0,05; Figura 3B). Entdo podemos
concluir que a maioria das lesdes displasicas encontradas nos pacientes com LVP,
mesmo apresentando niveis reduzidos de H3K9 em relagdo ao controle (ndo
estatisticamente significante), ndo apresentam niveis de H3K9ac mais reduzidos do
que aqueles observados no grupo das LO convencionais. Imagens representativas da
IF para H3K9ac podem ser observadas na Figura 4.

Figura 3 - Determinagéao dos niveis de H3K9ac nos grupos controle, LVP e LO
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A) Observa-se que ambas DPMOs uma hipoacetilagdo de H3K9 em relagao ao controle (HFI);
B) Apds o agrupamento das amostras de LO e LVP, notou-se um maior numero de amostras
hiperacetiladas (hiper) no grupo LVP quando comparado com o numero de amostras
hipoacetiladas (hipo) tanto dentro do grupo LVP, quanto em relagéo ao grupo hipoacetilado
da LO. *p<0,05 e ***p=0,0001. Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 4 - Imagens representativas da analise de imunofluorescéncia para H3K9ac nos
grupos controle, LO unifocal e LVP (Alexa Fluor 488, 40x)
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Fonte: Elaboragao propria.

5.3 Os Niveis de yYH2A.X estao reduzidos nas Lesdes Leucoplasicas de LVP

A fim de avaliar os niveis de dano no DNA, realizamos analise de
imunofluorescéncia para anti-gamma H2A.X (phospho S139), a qual evidencia a
presencga de quebras de dupla fita de DNA. Nossos resultados revelaram uma redug¢ao
estatisticamente significante (p=0,0001) dos niveis de yH2A.X em lesdes
leucoplasicas de LVP em relacdo ao grupo LO convencional (Figura 5A).
Adicionalmente as amostras dos grupos LO e LVP foram divididas em dois grupos,
baixo e alto dano de DNA, segundo a mediana da porcentagem de marcagao para
yH2A.X. Analise estatisticas dos dados revelou maior numero de amostras com niveis
reduzidos de yH2A.X no grupo LVP quando comparado com o numero de amostras
de LO apresentando niveis aumentados de yH2A.X (p<0,05, Figura 5B). Estes dados
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indicam que existe um maior dano de DNA nas amostras de LO em relagdo a LVP.

Imagens representativas da IF para para anti-gamma H2A.X podem ser observadas
na Figura 6.

Figura 5 - Determinagéo dos niveis de yH2A.X nos grupos controle, LVP e LO
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A) Observa-se uma redugao nos niveis de yH2A.X em amostra de LVP em relagéo a LO; B)
Apos o agrupamento das amostras de LO e LVP, foi confirmado que existe um maior niumero
de amostras com niveis reduzidos de yH2A.X no grupo LVP quando comparado com o numero
de amostras de LO apresentando niveis aumentados de yH2A.X. *p<0,05 e ***p=0,0001.
Fonte: Elaboracéao prépria.
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Figura 6 - Imagens representativas evidenciando quebra dupla fita de DNA entre os grupos
controle, LO e LVP por meio da imunomargéo de yH2A.X (Alexa Fluor 588, 40x)

Fonte: Elaboragao propria.
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5.4 Os Niveis de Metilagcado Global do DNA estao Reduzidos em Lesées

Leucoplasicas de LVP

Os niveis de metilagado global do DNA associados as amostras de LO e LVP,
foram determinados indiretamente pela analise de IF para a enzima DNA
metiltransferases 1 (DNMT1), a qual representa a DNMT mais abundante em células
somaticas em proliferacdo. Nossos resultados revelaram uma redugao
estatisticamente significante (p=0,0001) dos niveis de DNMT1 em lesdes
leucoplasicas de LVP em relacdo ao grupo LO convencional (Figura T7A).
Adicionalmente as amostras dos grupos LO e LVP foram divididas em dois grupos,
hipometilado e hipermetilado, segundo a mediana da porcentagem de marcagé&o para
DNMT1. A analise destes resultados revelou diferenca estatistica em relacdo aos
niveis de metilagao global no grupo LO que mostrou-se hipermetilado em comparag¢ao
com o numero de amostras hipometiladas dentro do mesmo grupo (p>0,05), bem
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como quando comparado com o grupo hipoacetilado da LVP (p>0,05; Figura 7B).
Portanto, de modo geral amostras de LO mostram-se hipermetiladas em comparagao
com amostras de lesdes leucoplasicas oriundas de LVP. Imagens representativas do
padrdao de marcagao para DNMT1 nos diferentes grupos estudados podem ser
observadas na Figura 8.

Figura 7 - Nivel global de metilagdo do DNA nos grupos controle, LVP e LO avaliado por

meio da imunomarcacao para DNMT1
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A) Observa-se uma redugao nos niveis de DNMT1 em amostra de LVP em relagéo a LO; B)
Apos o agrupamento das amostras de LO e LVP, foi confirmado que existe um maior niumero
de amostras hipermetiladas (hiper) no grupo LO quando comparado com o numero de
amostras hipometiladas (hipo) tanto dentro do grupo LO, quanto em relagdo ao grupo
hipoacetilado da LVP. *p<0,05 e ***p=0,0001.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 8 - Imagens representativas mostrando os niveis de metilagdo global entre os grupos
controle, LO e LVP por meio da imunomargao para DNMT1 (Alexa Fluor 588, 40x)
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Fonte: Elaboragao propria.

5.5 A influéncia dos PBMCs nos Niveis de Acetilacao de Histona H3 e na

Proliferagao Celular de Queratinécitos Orais

Com a finalidade de compreender a participacdo do infiltrado inflamatdrio
cronico, que usualmente esta associado as lesées de LO e principalmente de LVP, no
ambito da transformag&o maligna destas DPMOs, foram realizados ensaios de co-
cultura de PBMCs com linhagens de queratinécitos normal, displasico, neoplasico e
metastatico. A influéncia do PBMCs na capacidade proliferativa das diferentes
linhagens de queratindcitos orais, foi determinada por meio da expressao de Ki-67 e
a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular pela marcagdo com PI, seguida
da analise em citdbmetro de fluxo. Simultaneamente os niveis de acetilagdo de histona

H3 também foram avaliados por meio da citometria de fluxo.
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Os resultados deste estudo revelaram que a exposigédo das linhagens celulares
de queratinocitos orais (NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562) aos PBMCs n&o foi
capaz de influenciar significativamente a proliferagdo destas linhagens em um periodo
de 48 horas. Contudo, analise dos niveis de acetilacdo de histona H3 revelou um
aumento estatisticamente significativo da linhagem DOK quando co-cultivada com
PBMC pelo mesmo periodo. Na figura 9 podemos observar uma representagao grafica
dos valores expressos como MFI para as imunomarcagdes com H3K9 e Ki-67 nas
diferentes condi¢des e linhagens estudadas. Similarmente ao observado na analise
de proliferacdo pela marcacdo com Ki-67, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes na distribuicdo das fases do ciclo celular em relagéo ao
contato ou ndo contato das diferentes linhagens de queratinécitos com os PBMCs
(Figura 10).
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Figura 9 - Representacao grafica dos valores expressos como MFI para as

imunomarcagdes com H3K9 e Ki-67
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(A) Efeito dos PBMCs sobre os niveis de acetilagdo de histona H3 (H3K9) nas linhagens
celulares NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562. O grafico representa os valores expressos
por meio da MFI obtidos de diferentes experimentos para cada linhagem celular na
auséncia (-) ou presencga (+) de PBMCs. Foi possivel observar diferenga estatistica no
grupo DOK apés o contato com os PBMCs (p=0,0209). (B) Efeito dos PBMCs sobre a
proliferagéo das linhagens celulares NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562. O grafico
representa os valores expressos por meio da MFI obtidos de diferentes experimentos
para cada linhagem celular na auséncia (-) ou presenga (+) de PBMCs. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas.

Fonte: Elaboragao prépria.
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Figura 10. Influéncia dos PBMCs na distribui¢cao celular das linhagens NOK-SI, DOK,
SCC-25 e Detroit 562 sem (-) e com (+) PBMCs
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Podemos observar que ndo houve influéncia significativa dos PBMCs sobre a distribuicéo
das células nas fases do ciclo celular.

Fonte: Elaboragéo propria.

Embora ndo tenham sido observadas diferengas estatisticamente significantes
na analise de ciclo celular, notou-se um discreto acumulo de células na fase G0/G1
nos grupos DOK e SCC-25 em co-cultura com PBMCs. Assim, analisou-se a
expressao de diversas proteinas envolvidas na fase G1 do ciclo celular, revelando
uma diferenga nos niveis proteicos de alguns marcadores estudados. O primeiro
grupo de proteinas analisadas foram as proteinas inibidoras de cdk (cdk inhibitors —
cki) p16'nk4a p21WAFTCiP1 ¢ n27KiP1 A analise dos resultados revelou um aumento
significativo nos niveis de p27X?! nas linhagens celulares NOK-SI, DOK e SCC-25 em
co-cultura com PBMCs, sendo este aumento mais evidente no grupo NOK-SI e DOK.
Ja na linhagem celular Detroit 562, os niveis de p27X*! ndo se mostraram alterados
em ambas as condigdes experimentais. Contudo, ndo houve alterag¢des significativas
na expressdo de p16'"™4a e p21WAF1/Cip1 ngg linhagens NOK-SI, DOK e SCC-25, porém
na Detroit 562, os niveis de p21WAFYCiPT gumentaram apds a co-cultura com os
PBMCs. As quinases dependentes de ciclinas (cyclin-dependent kinases — cdks) sdo

enzimas que agem na promogao da progressao do ciclo celular. Dentre as diversas
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cdks, avaliamos os efeitos da co-cultura de PBMCs com as diferentes linhagens
celulares, normal, displasica e tumorais, sobre cdk2, cdk4 e cdk6. Interessantemente,
observou-se apenas um discreto aumento nos niveis de cdk4 e cdk6 produzidos pela
DOK em co-cultura com PBMCs quando comparados com a mesma linhagem
cultivada isoladamente. As ciclinas constituem um grupo diverso de proteinas que se
acumulam durante a interfase e s&o destruidas na mitose, sendo que a ciclina D e E
S&80 necessarias para a transi¢ao de G1 para S, por se ligarem as cdk4/cdk6 e cdk2,
respectivamente. Analisando os resultados de diferentes experimentos, encontramos
uma reducdo consideravel do conteudo proteico de ciclina E no grupo DOK em co-
cultura PBMC, assim como, existiu uma redugao nos niveis de ciclina D no grupo SCC-
25 na presenga de PBMCs. A linhagem Detroit 562 em co-cultura com os PBMCs
evidenciou um aumento expressivo de ciclina E. A Figura 11 apresenta imagens
representativas de um ensaio de western blot para checagem do conteudo proteico
das proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, utilizando extrato proteico total
das linhagens NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562 com e sem o contato com PBMCs.

Simultaneamente a analise das proteinas envolvidas na fase G1 do ciclo celular,
os niveis de acetilagado de histona H3 e forforilagdo da histona H2AX também foram
avaliados por meio de western blot. Interessantemente, os resultados evidenciaram
um aumento dos niveis de H3K9ac na linhagem SCC-25 em co-cultura com os PBMCs
e uma discreta redu¢cdo no grupo DOK em co-cultura com os PBMCs. Além disto,
notou-se uma reducdo nos niveis de forforilagdo da histona H2AX em todas as
linhagens de queratindcitos cultivadas com PBMCs. Estes resultados indicam uma
reducao dos danos ao DNA para as 4 linhagens de queratinodcitos diante da presenga
de PBMCs. A figura 12 mostra uma imagem representativa dos niveis de acetilagéo

de histona H3 e forforilacdo da histona H2AX com e sem o contato com os PBMCs.
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Figura 11 — Western Blot para proteinas do ciclo celular
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Imagens representativas das reagdes de western blot com extrato protéico das linhagens
celulares NOK-SI, DOK. SCC-25 e Detroit 562 sem (-) e com (+) a presenca de PBMCs,
mostrando a modulagao da expressao de algumas proteinas envolvidas na transigdo G1-S do

ciclo celular.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 12 — Western Blot para acetilagao de H3K9 fosfo-histona H2A.x
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Imagens representativas das reagdes de western blot com extrato protéico das linhagens
celulares NOK-SI, DOK. SCC-25 e Detroit 562 sem (-) e com (+) a presenca de PBMCs,
mostrando discretas alteragbes nos niveis de acetilagdo de H3K9, exceto em SCC-25 e uma
diminui¢cdo nos niveis de fosforilagao de H2AX.

Fonte: Elaboragao propria.

5.6 A influéncia dos PBMCs sobre marcadores de TEM em Diferentes

Linhagens de Queratinécitos Orais

Para investigarmos a relacdo da perda de identidade epitelial induzida pelos
PBMCs por meio do contato direto com as linhagens celulares de queratinocitos (NOK-
Sl, DOK, SCC-25 e Detroit 562), foi avaliada a expressdo de marcadores de TEM. A
transicdo de células epiteliais para células mesenquimais, uma chave do programa
embrionario, € evocado durante a invasao e metastase tumoral e varias moléculas
capazes de regular TEM em células tumorais tém sido identificadas''¢-18. Assim,
reacdes de qRT-PCR e western blot para os principais marcadores epiteliais (E-

caderina, N-caderina) e mesenquimais (Vimentina) foram realizadas.

Analise estatistica dos dados de quantificacdo por qRT-PCR nas amostras
NOK-SI, DOK, SCC-25 e Detroit 562 cultivadas na auséncia e na presenca de PBMCs,
revelou algumas moulagbes pontuais na expressao de E-caderina, N-caderina e
Vimentina (Figura 13). A linhagem NOK-SI na presengca de PBMCs mostrou uma
perda da identidade epitelial caracterizada pela redugao significativa na expressao de
E-caderina (reducado de 2 vezes; p=0,02) e um aumento na expressao do marcador
mesenquimal vimentina (aumento de ~26 vezes; p=0,02) em relagdo ao grupo NOK-
S| ndo exposto as PBMCs. Além disso, foi possivel observar um aumento de

aproximadamente 6 vezes (p=0,02) na expressao de vimentina no grupo DOK em co-
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cultura com PBMC. Na linhagem celular Detroit 562, os niveis de expresséo de E-
caderina ndo tiveram diferenga estatistica significativa nas duas condi¢des
experimentais. Por outro lado, a expressdo de N-caderina teve diferenga estatistica
(0=0,02) quando em co-cultura com os PBMCs, mostrando-se diminuida e os niveis
de vimentina apresentaram-se aumentados quando em co-cultura com os PBMCs,

evidenciando diferenca estatistica significativa.
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Figura 13- gRT-PCR para marcadores de TEM
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Modulagao da expressao de E-caderina (A), N-caderina (B) e Vimentina (C) evidenciada por
gRT-PCR. * p <0,05. Fonte: Elaboracgao propria.
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A analise de western blot confirmou o switch das caderinas e aumento dos
niveis proteicos de vimentina principalmente nas linhagens NOK-SI e DOK expostas
aos PBMCs por um periodo de 48 horas (figura 14). Este mesmo comportamento foi
observado para as linhagens celulares SCC-25 e Detroit 562 em co-cultura com
PBMC, porém em menor intensidade, sendo que a SCC-25 expressou altos niveis dos
3 marcadores. A linhagem celular de Detroit 562 apresentou niveis de E-caderina
discretamente diminuidos apds co-cultura com os PBMCs, assim como ocorreu com
os niveis de N-caderina. De maneira oposta, os niveis de expressdao de vimentina
mostraram-se discretamente aumentados apos a co-cultura no grupo Detroit 562 apés

co-cultura.

Figura 14 — Western Blot para os marcadores de TEM
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Imagens representativas do western blot para marcadores de EMT, mostrando modulagéo de
E-caderina, N-caderina e vimentina nas diferentes linhagens celular sem (-) e com (+) a
presenca de PBMCs por um periodo de 48 horas.

Fonte: Elaboragao propria.
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6 DISCUSSAO

O carcinoma espinocelular (CEC), também denominado de carcinoma de
células escamosas ou carcinoma epidermoide € uma lesdo multifatorial associada ao
consumo excessivo de tabaco e alcool, bem como a alteragdes genéticas e representa
mais de 95% de todas as neoplasias malignas que acometem a cavidade oral'®.
Apesar dos recentes avancos no entendimento e nos protocolos de tratamento em
diferentes tipos de tumores malignos, a taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes
com CEC oral permanece entre 50 e 60% e o progndstico destes casos permanece
sombrio’®11°, A LO é uma DPMO que mostra taxas de transformagao maligna entre
0,6 a 61% dos casos?. Com indices de até 100% de transformagao maligna, as lesbes
de LVP, embora raras, representam um grande desafio no que diz respeito ao
diagndstico, tratamento e tentativas de como prever quais irdo sofre transformagéo
maligna e em qual momento isso ird acontecer*?8. Diante do exposto, ainda se faz
necessario elucidar os eventos moleculares precoces que ocorrem no processo de
transformagdo maligna de DPMOs, incluindo as alteragdes epigenéticas que
eventualmente possam contribuir para este processo.

A desregulagao da expresséo génica é frequente no CEC oral e esta associada
as alteracdes epigenéticas. Dentre estas, a literatura tem mostrado que as alteragdes
envolvendo histonas que sdo mais frequentes no CEC oral e nas DPMOs sédo a
hiperfosforilagdo da histona H2A.X, hipoacetilagcao e hiperacetilagdo da histona H3K9,
reducdo/aumento da metilagdo de H3 e hipoacetilagdo de H4153%195 O presente
estudo avaliou os niveis de H3K9ac, o nivel global de metilagdo de DNA e os niveis
de fosforilagdo da histona H2A.X nas lesbées de LO e LVP, partindo-se da hipotese
alternativa de que estes niveis seriam diferentes entre os grupos. Nossos resultados
revelaram diferengas nos niveis de H3K9ac nos grupos LO e LVP em relagéo ao
controle, mostrando niveis reduzidos de H3K9ac em relagdo ao grupo controle. No
estudo de Dillenburg e colaboradores'® (2015), foi observado niveis elevados de
H3K9ac em lesbes de liquen plano oral que nao responderam bem ao tratamento e
recidivaram. Além disto, um estudo recente revelou alteragdes nos niveis de H3K9ac
em lesdes de queilite actinica quando comparadas com o epitélio oral normal; neste
estudo foram revelado niveis diminuidos de H3K9ac e H4K12ac bem como redugao
nos niveis de metilagcdo de H3K16 (H3K16me3) e H3S10ph, sugerindo relagdo com o

inicio do dano actinico, mas n&o essencialmente a transformagido maligna'?.
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Interessantemente, estas quatro lesdes estudadas fazem parte do grupo das DPMOs,
sugerindo entdo que niveis reduzidos H3K9ac nestas lesdes podem predizer lesdes
recidivantes e que nao respondem aos tratamentos, bem como também podem estar
associadas a progressao dessas lesdes, exceto nas lesdes de liquen plano onde foi
encontrado niveis aumentados de H3K9ac. Webber e colaboradores’™ em 2017
encontraram também niveis elevados de H3K9ac em lesdes de LO, sem diferenca
estatistica em comparagdo a mucosa normal. Ja os niveis de H3K9ac nas lesdes de
CEC oral mostraram-se diminuidos e essa hipoacetilacao foi correlacionada com pior
prognostico e isso pode sugerir que a perda da acetilagdo de histona H3K9 pode
ocorrer como um evento tardio da carcinogénese. Além disso, os autores também
avaliaram os niveis de proliferacédo celular por meio da marcagao imuno-histoquimica
de Ki-67 e mostraram aumento da proliferagdo no grupo de CEC oral, bem como o
aumento da marcacao para vimentina, porém nao houve correlagcéo entre H3K9ac, Ki-
67 ou vimentina'®. Giudice e colaboradores®! em 2013 também avaliaram a expressao
de H3K9 e vimentina e observaram a expressao desses marcadores especificamente
no fronte de invasdo de amostras de CEC de cabeca e pescoco.

Os niveis de fosforilagdo de histonas também sao alteragdes epigenéticas
importantes, sendo a fosforilagdo da histona H2A.X uma resposta rapida e necessaria
para detectar a presenca de dano no DNA e entdo, recrutar um complexo de reparo
no local®*>'?'. Niveis elevados de fosforilagdo de H2A.X (yH2A.X) foram encontrados
em canceres de pele, pulmao, pancreas e bexiga e por isso foi entédo investigado estes
niveis também em CEC oral'?>'4, Chou e Alawai'?® em 2011 avaliaram a express&o
de yH2A.X em tecidos de mucosa normal, o qual n&o revelou marcagéao significativa.
Ja os tecidos que apresentavam hiperplasia epitelial, 35% deles mostrou expressao
de YH2A.X e as amostras de tecidos displasicos mostram uma marcacgao positiva de
YH2A.X em 61% dos casos, sendo que os niveis de marcagao para yH2A.X foram
maiores conforme o grau de displasia epitelial. Em comparagdo com estas, a
marcagdao de yH2A.X em lesbes CEC oral foi significativamente menor do que
observado nas lesdes displasicas, sugerindo que as quebras de dupla fita de DNA
podem participar de eventos iniciais e a auséncia de fosforilagdo de H2A.X néao
promove o recrutamento de proteinas de reparo do DNA favorecendo a tumorigénese.
Por outro lado, o acumulo de quebra de dupla fita de DNA pode ocasionar uma
pressao seletiva causando mutacgdes que fazem com que o reparo do DNA n&o ocorra

adequadamente’??. Nossos resultados mostraram que existe maior expressdo do
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marcador yH2A.X em lesdes de LO em relagédo a LVP, sugerindo que a fosforilagao
constante em LO pode tanto recrutar os mecanismos de reparo para combater os
danos, bem como ocasionar presséao seletiva, o que pode ser que ocorra nos casos
de LO que prosseguem para transformacgdo maligna. No entanto também podemos
concluir que o baixo acumulo de quebra de dupla fita de DNA nas lesdes de LVP se
assemelha aos niveis encontrados em CECs orais, onde o processo de reparo ndo €
ativado adequadamente e por isso estas lesdes tém altos indices de transformagao
maligna. Neste contexto, o acumulo de quebras da dupla fita de DNA pode representar
um mecanismo protetor, conhecido como senescéncia celular mediada por
oncogenes, podendo levar a uma protecdo contra o desenvolvimento de
tumores'?2126.127 o que parece néo ocorrer nas lesdes de LVP, mas poderia justificar
os niveis de yH2ax no grupo LO. Entretanto ha relatos de que existe risco elevado
para o desenvolvimento de neoplasia maligna quando associado a niveis elevados de
YH2A.X, os quais foram observados em lesdes de CEC oral quando comparados com
epitélio oral normal e leucoplasia oral sem ou com displasia moderada'?®. Em
contrapartida, Dillenburg e colaboradores'® em 2015 ao estudarem lesdes de liquen
plano oral (LPO) observaram um acumulo de quebra de dupla fita de DNA pelo
aumento da expressao de yH2A.X e associou este resultado as lesdes de LPO que
tiveram resposta desfavoravel ao tratamento ou a continuidade de sintomatologia
nesses pacientes. Os resultados obtidos no presente estudo juntamente com os dados
encontrados na literatura, mostram claramente que os mecanismos moleculares
envolvidos no processo de transformacéo maligna da LVP s&o distintos daqueles que
ocorrem na LO.

Dentre as alteragbes epigenéticas, a metilacdo do DNA € o evento epigénetico
mais comum de se ocorrer no genoma, sendo que DNA metiltransferase (DNMT)
representa a familia de enzimas mais importante e responsavel pela manutencao da
metilacdo do DNA'2%130 Este é um processo normal utilizado pelas células para
manter a expressdo fisiolégica dos genes. Entretanto, alteragdes aberrantes de
hipometilagado ou hipermetilagdo desempenham um papel critico no desenvolvimento
do cancer''. Tem sido reconhecido que as alteragdes epigenéticas afetando o DNA
estdo envolvidas em todos os estagios da evolugdo do cancer®’. Kresty e
colaboradores'®' em 2002 avaliaram a hipermetilagido do gene p16 e observaram que
40% dos casos de displasia oral apresentou hipermetilagdo. Além disso, um aumento
da hipermetilacdo dos genes p16 e p15 também foi relatado em lesbes que
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progrediram de displasia leve a severa'3".132_Os genes supressores de tumor também
podem se apresentar hipermetilados e dessa forma, silenciados. Por outro lado, a
hipometilagdo nas sequéncias de DNA reguladoras ativam a transcricdo de proto-
oncogenes bem como de genes que codificam proteinas envolvidas na instabilidade
gendmica e metastase de células malignas'3. A revisdo realizada por Shridhar e
colaboradores'3* em 2016 revelou que a maioria dos estudos existentes na literatura
sobre metilacdo de DNA avaliou tecidos/saliva com diversos grau de displasia epitelial,
oriundas de lesdes como LO e liquen plano oral, além de tecidos normais e encontrou
hipermetilagdo de p16, p14 e marcadores relacionados ao ciclo celular e a apoptose,
como MGMT e DAPK, respectivamente. Dessa forma, concluimos que existe uma
hipermetilagdo de genes supressores de tumor e, portanto, silenciamento em regides
promotoras de vias do controle do ciclo celular, reparo de DNA, sinalizagdo do ciclo
celular e apoptose. Além disso observou-se um aumento da hipermetilagdo de p16
especificamente em lesdes displasicas que sofreram transformagdo maligna. Em
nosso estudo observamos diferenga estatistica no nivel de metilagdo entre os grupos
LO e LVP, evidenciadas pelos niveis elevados de DNMT1 nas amostras de LO, ou
seja, a existéncia de hipermetilacdo nestas lesdes. Constatagdo essa que corrobora
com a literatura, onde existe relatos de hipermetilagdo de DNA em DPMOs e também
em neoplasias malignas, o que pode estar contribuindo para a instabilidade genémica
nestas lesdes.

Sabe-se que para o crescimento in vitro, as diferentes linhagens celulares
necessitam de fatores de crescimento presentes no FBS e de fatores circulantes
presentes no soro sdo fundamentais para o crescimento de células in vivo. Além disso,
o crescimento celular descontrolado como resultado de uma proliferacdo continua e
desregulada, tem sido reconhecido como caracteristicas de neoplasias malignas e
relacionadas com a progressdo tumoral’®>. Neste contexto, um dos objetivos deste
estudo foi avaliar se o contato de diferente linhagens de queratindcitos orais (normal,
displasico, neoplasico e metastatico) com os PBMCs poderia ou n&do afetar os niveis
de acetilagdo de histona H3 em linhagens celulares displasicas e tumorais da
cavidade oral e se tal alteragdo poderia impactar na aquisicdo de caracteristicas
mesenquimais pelas células epiteliais (TEM) ou alterarar os niveis de marcadores de
proliferacdo. Foi observado que o contato com PBMCs associado a baixas
concentracbes de FBS nao foi capaz de modular a proliferacdo dos diferentes
queratinécitos orais. Os niveis de marcacdo do Ki-67 ndo mostraram diferenca
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estatistica no potencial de proliferagdo das linhagens sozinhas em relagdo ao contato
com os PBMCs. O Ki-67 é o marcador mais comum para avaliar a proliferagédo celular
e sua expressao se da na fase G2/M em células que estdo se dividindo, portanto,
proporciona uma informagao significativa sobre o grau de agressividade e prognéstico
de CEC oral'36. Outros marcadores também tém sido utilizados para acessar os niveis
de proliferagdo em lesdes displasicas orais, bem como o gene MCM2 que € expresso
durante o ciclo celular nas células que saem da fase GO para a fase G1. Tem sido
observado um aumento de MCM2 em displasias orais que exibiram transformagao
maligna e esse aumento foi correlacionado com altas taxas de Ki-67'3". Outro estudo
realizado por Maheschewaeiv'® em 2013 constatou um aumento de Ki-67 conforme
o aumento dos graus de displasias orais. Suwasini e colaboradores’® em 2018
avaliaram os niveis de expressao de Ki-67 e de p53 por meio imuno-histoquimica em
lesdes de LO com diferentes graus de displasia, comparado com mucosa oral normal
e constaram niveis aumentados de ambos os marcadores nas displasias severas.
Este estudo concluiu que os marcadores Ki-67 e p53 podem ser marcadores
moleculares biologicos importantes para o diagnostico precoce e avaliagao
prognostica de evolugdo das DPMOs'°. O p53 € um gene supressor de tumor que
esta envolvido no controle do ciclo celular, apoptose e preservacao da estabilidade
gendmica. Ele € um alvo frequente de mutagdes e aparece em eventos precoces da
carcinogénse'#?. A expressdo de p53 na camada basal foi comum na mucosa oral
normal, diferente das lesées com evidéncia de displasia, onde sua expressao foi ndo
s6 na camada basal, mas também acima desta, em células mais superficiais,
indicando um estado proliferativo elevado e anormal39.

Para analise do ciclo celular, avaliamos se as diferentes linhagens de
queratindcitos orais na presenga de PBMCs sofreria alguma alteragdo na progresséo
do ciclo celular. A progressao pelas fases do ciclo celular se da por meio de uma
sequéncia de ativagdes e inibigdes de cdks (cyclin-dependent kinasis), as quais s&o
controladas pelos niveis e disponibilidade de ciclinas e de proteinas inibidoras de cdks
(cdk inhibitors — cki)'#1-143, Caso haja alguma alteragéo nesses parametros, as células
podem interromper a proliferagao e/ou entrar em morte por apoptose. Dois complexos
principais sdo formados com a finalidade de dar inicio ao processo de progressao da
fase G1 do ciclo celular e sao constituidos por ciclina D/cdk4/cdk6 e ciclina E/cdk2.
P16'nk4a  n21WAF1/CipT @ n27KiPT s30 fatores que inibem a progressao do ciclo celular,

pois formam complexos com cdks'#4-146_ No presente estudo, a analise da expresséo
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de proteinas envolvidas na fase G1 do ciclo celular revelou um aumento significativo
nos niveis de p27KP! (proteina inibidora de cdk) nas linhagens NOK-SI, DOK e SCC-
25 apos co-cultura com os PBMCs. Esse resultado mostra que o contato com os
PBMCs, estimulou a expressdo de um gene supressor de tumor porque
provavelmente estavam ocorrendo alteragcdes, as quais impediriam que as células
continuassem seguindo para as préximas fases do ciclo, evitando assim a progresséo
de células anormais. Relatos da literatura demonstram que baixos niveis de p27 estao
presentes em neoplasia intraepitelial de prostata, cancer de mama, lesdes pré-
malignas e malignas ndo invasivas como o carcinoma de mama in situ, bem como
carcinoma de colo de utero e tumores metastaticos. Esses achados indicam que niveis
diminuidos de p27 contribui para a progressdo de cancer, bem como para transigéo
de carcinoma in situ para invasivo'’'%9. O estudo realizado por Guan G e
colaboradores® (2018) avaliou os niveis de p27 por meio de analise imuno-
histoquimica em displasias epiteliais orais (leve e moderada) e também em lesdes de
CEC oral. Eles observaram que houve uma diminui¢ao nos niveis de p27 de acordo
com a progressao da displasia, as lesdes de CEC oral ndo apresentaram niveis de
p27, e em contrapartida, o grupo controle apresentou altos niveis de p27, concluindo
que os baixos niveis dessa proteina supressora de tumor contribuem para a
carcinogénese e progressao tumoral. Outro estudo realizado em 2018 por Thambiah
e colaboradores'®® mostrou por meio da marcagao imuno-histoquimica que as lesdes
de CEC oral e DPMOs de alto risco apresentaram baixa expressédo de p16 e p27,
sugerindo que estes marcadores poderiam ser utilizados como ferramenta diagnostica
para prever a transformagdo maligna de DPMOs. Estes achados nos levam a
considerar que a influéncia dos PBMCs sobre as linhagens de queratinécitos normais,
displasicos e tumorais (NOK-SI; DOK e SCC-25) foi positiva ao estimular os niveis de
p27 e dessa forma contribuir para o controle do ciclo celular e impedimento da
progressdo para transformagdo maligna, assim como melhorando a supressao
tumoral na linhagem SCC-25, indicando uma influéncia anti-tumoral dos PBMCs sobre
os diferentes queratindcitos. Apenas na linhagem Detroit 562 os PBMCs foram
capazes de estimular o aumento nos niveis de p21WAF1/CiP1 outro gene supressor de
tumor que normalmente esta diminuido em tumores malignos. Este resultado pode
corroborar com o fato de que os carcinomas de faringe e orofaringe tem um melhor
prognostico, neste caso mostrando que o contato com os PBMCs foi eficaz no

recrutamento de proteinas que atuam na parada do ciclo, combatendo uma
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proliferagdo desordenada das células. O estudo de Guan G e colaboradores™#® (2018)
avaliou também os niveis de ciclina D1 em lesdes epiteliais displasicas e CEC oral em
comparagao com epitélio normal. Eles encontraram niveis aumentados de ciclina D1
nas displasias epiteliais, bem como no CEC oral, sendo que os niveis sdo maiores
nas lesées de CEC oral em comparagao com as displasias, € no caso de displasia
leve, os niveis sdo menores do que na displasias moderadas. Assim, constatamos
que o efeito dos PBMCs sobre a linhagem SCC-25, o qual levou a uma diminuig&o
dos niveis de ciclina D, indica que os PBMCs ajudam a sinalizar e diminuir a
proliferagao celular anormal, evitando o papel oncogénico que a ciclina D tem quando
superexpressa. Estes achados sugerem que o contato com os PBMCs estimula a
ativacdo de mecanismos inibitorios sobre a proliferacdo celular e diferenciacao,
embora nao tenha sido observadas diferengas no indice de marcagdo com Ki-67.
Provavelmente, novos testes com tempos adicionais de exposi¢cao das diferentes
linhagens celulares aos PBMCs se fazem necessario em estudos futuros.

A perda do contato célula-célula, reorganizagdo do citoesqueleto de actina,
expressao de varias proteases de degradagcdo da membrana basal e tecido conjuntivo
intersticial sdo eventos biolégicos que ocorrem em queratindcitos durante a
embriogénese e outros processos fisiologicos'. A transi¢io de células epiteliais para
células mesenquimais, embora seja uma chave do programa embrionario, € evocada
durante a invas&o e metastase tumoral e por isso varias moléculas capazes de regular
TEM em células tumorais tém sido identificadas''”-''815" Durante os eventos
fisiologicos o processo de TEM é parcial e reversivel, mostrando apenas uma perda
parcial da identidade epitelial dos queratindcitos envolvidos'®®. Por outro lado, as
células tumorais que sofrem TEM adquirem morfologia fusiforme (fibroblastos-like),
mostrando perda significativa do contato célula-célula e um aumento da expresséo de
marcadores mesenquimais, como a vimentina''®'%4 Nosso estudo avaliou os
principais marcadores de TEM nas diferentes linhagens celulares e foi possivel
observar que a linhagem NOK-SI na presenca de PBMCs revelou perda da identidade
epitelial caracterizada pela redugédo significativa na expressdo de E-caderina e
aumento na expressao de vimentina em relagdo ao grupo NOK-SI sem contato com
PBMCs. Estes achados sugerem que os PBMCs podem participar dos eventos de
TEM, induzindo alteragbes fenotipicas que podem favorecer a progressédo para
transformagao maligna e potencial de invasdo. De maneira semelhante, a linhagem

DOK também expressou altos niveis de vimentina apos o contato com os PBMCs e
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diminuiu a expresséo de E-caderina. O estudo de Dmello C e colaboradores’®® (2018)
correlacionou a alta expressao de vimentina e a baixa expressédo de E-caderina com
o grau de displasia, bem como metastase linfonodal em tumores orais. Os autores
utilizaram uma linhagem DOK estimulada para produzir vimentina, porém nao houve
diferenca estatistica entre o0 aumento da expressado de vimentina e transformagao
maligna, migragao e invasao. A expressdo exdgena de vimentina isoladamente em
células derivadas de lesbes pré-malignas nédo foi suficiente para conferir alteragdes
fenotipicas relacionadas a transformacg&o maligna, no entanto foi capaz de levar a
TEM, o que pode comprovar que a expressao de vimentina pode ser benéfica para
que a célula progrida para as proximas etapas caso seja exposta a estimulos
carcinogénicos'®. Evidéncias recentes sugerem que além de ser um marcador para
TEM, a vimentina tem a fungdo de conduzir o processo de TEM'56. O estudo de Dmello
e colaboradores’®® (2018) avaliou lesGes de LO por meio de imuno-histoquimica e
verificou que o0 aumento da expressao de vimentina e diminuicdo de E-caderina se
correlacionou com o grau histopatoldgico de displasia. Os achados da literatura junto
com os achados do presente estudo sugerem que a expressdo de vimentina nos
estagios iniciais pode ser um fator estimulador para a ocorréncia de transformacgéao
maligna e os PBMCs em contato com os queratindcitos podem favorecer as alteragbes
fenotipicas e proporcionar a TEM.
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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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