Roberta Cristina Gomes Espinosa

Modificagdes pds- traducionais das histonas H3K9ac e H4K12ac
podem estar associadas com a patogénese das proliferagdes celulares

na leucoplasia bucal.

Post-translational histone modifications H3K9ac and H4K12ac appear to be

associated with pathogenesis of cell proliferations in oral leukoplakia.

Dissertacao apresentada a Faculdade de Odontologia da
Universidade de Uberlandia, para
obtencao do Titulo de Mestre em
Odontologia na Area de

ClinicaOdontoldgica Integrada.

Uberlandia, 2018



Roberta Cristina Gomes Espinosa

Modificagdes pds- traducionais das histonas H3K9ac e H4K12ac
podem estar associadas com a patogénese das proliferacdes celulares

na leucoplasia bucal.

Post-translational histone modifications H3K9ac and H4K12ac appear to be

associated with pathogenesis of cell proliferations in oral leukoplakia.

Dissertacao apresentada a Faculdade de Odontologia
da Universidade de Uberlandia, para
obtencao do Titulo de Mestre em
Odontologia na Area de Clinica

Odontoldgica Integrada.

Orientador: Prof. Dr. Adriano Mota Loyola

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Adriano Mota Loyola
Prof. Dr. Sérgio Vitorino Cardoso
Prof. Dra. Roberta Rezende Rosa
Prof. Dr. Paulo Rogério de Faria

Prof. Dr. Jodao Paulo Silva Servato

Uberlandia, 2018



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

E77m
2018

Espinosa, Roberta Cristina Gomes, 1993

Modificagdes pods- traducionais das histonas H3K9ac ¢ H4K12ac
podem estar associadas com a patogénese das proliferagdes celulares na
leucoplasia bucal [recurso eletrdnico] / Roberta Cristina Gomes
Espinosa. - 2018.

Orientador: Adriano Mota Loyola.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2018.827

Inclui bibliografia.

Inclui ilustragdes.

1. Odontologia. 2. Boca - Cancer. 3. Imunohistoquimica. 4. Boca -

Doengas. I. Loyola, Adriano Mota, (Orient.) II. Universidade Federal de
Uberlandia. Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia. I11. Titulo.

CDU: 616.314

Angela Aparecida Vicentini Tzi Tziboy — CRB-6/947


http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2018.827

Rk Tr el ] GEWIFU - (6 - Aln

UNIWERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenagdo do Programa de Pds-Graduagda em ddontologiz
Ao PBeark, 1720, Mo AL, Sreao B, Saly 35 - Barm Dmysosms, UteerUodis- MG, OFP SRa00-003
Tabeforad: [H4] 222581 L=/ - weme. piagioulis cot - cogodifon adi it ulu. bi

ATA

Atn du detigso de RISSERTACAD MESTREADC junio a0 Promramu de Pés-pruduagio em Cdontologia da
Faculdaide de Oudontoleois du Universidade Federal de Ubsrlindia.

Dhatisn de; Mestrsbo n* 347 - S0P
Duta: 29408 201K
Disccenoe: Baoberia Crdstlng CGiomes Espdowss (100 1E2OD0ODEE)

Titnle o Trabalhe:  Modificogtes phstrmleconaiy das histonus I3RS ¢ HAE | s peslem estar
pxsociados com a pategenese das proelifenwtes celwlares nu leuvoplosia bucol.

Areu de conceneragio: Clinica Cxunielagica Integnuds,
Lol e prowquesar: Tanoalaggion o Thagimastice Fuocal

Projetn de Pesyuisn de vinceubigin: Patslowin e Laegmdsics Beeul

Ay yudiarse Boras Soolis vinsce ¢ noke de agasoo de MK oo AnGesara Bloce 41 Anesno A, sala 33
Campus Umwirans g Univessidubke Fekeral de UbetBindi, revonm-se o Bainca Exsammadur, desngnisk
pela Calepisbo da Progrmo de Pos produncfio @me julhae de 20808, assim composta: Provtessones Dogeores:
Berpiv Vioeino Carduso {UFLE, Roberla Regende Ros (ENITRD ¢ o arbenidaber Ja condsduts Adelang
Miniu Loyalu.

Iniciunes ow Irinbalhos o pressbente doomesn Dy Adriano Muis Loyoln npreseniua g O omissie Exomimidoe e
u candliddatn, apErudecew B presengn do pubdca, © condedeu ao Discenie o pulayrn pira 8 exposigio do 1o
crubesibug. A abuarugie e speecentg i do Drideeice ¢ o iewpn de sepllicBo @ redposnd Tosao conlofme g5 ool it
du Proguenmma.

A seguir o kenhor presddene concedsw o palavne, pold ondem seeessivemenbe, wis esuminsdo e, qus
puAsurum o argiiie o condicdaln. Finalicuda a wrgisgio, que e dosenvodved deniee dod fenmos mEimantos, o
Hatwa, v sensdicr sevrend, anibuis o8 coreise s,

Erm loe do resmMmsbe vk, o Bamew Examinsdon conderou a condidida Aprovisks,

oty defaso de Dissemuglio Ge Mestrwbe ¢ purbe doo requisitos nevessarmos o obens o do ftalo de bl eiee, £
cimpeieiate diplun serd eapedidn ape cunsprosseno dud deniis reguiiboes, confiemne ge nuenas du
Proggrimia, u legrelagdin portinete ¢ o regulonestagdon intons du LFLL

M inwia hirverth wimalar Beam eneermsbss ok teabelboe A5 17 hoeas e 30 minuios. Fii lavnsds o pressnle
unw yjuie el licla @ aehudn condirms i wasinusls aleeronicamente pelu Bapca Evatminsdora,

Cudurrbrt s ad A0S Bl eTronic amile poe Rdeidnd Kola Loycaln, Frokedsos|a] da Maglstecia
Superlos, sm 0406/ 2018, bs 1118, coniorma hordrla ofcll da Brasille, com fundamens no e, BY,
[N -'LIun-'.ln\c:!'liuu'\.mﬂnu?uum-l:-owkuﬂ'-ill_umllhl.hld 11
TCAGOE SEVIFL - (MTHHED - Aln
il ") 5 1% do Dexesto o2 8 535, de 3 de cutubo de 2005
seil o
sienrbeica

-
Diexurmento assinada eleTromicamignte pod Sergho Wivaning Cardate. Profesiocal do Maglstexia
fuperloe, em 04/0972018, &a 11:30, conforme hardrio oficial de Brasilia, com furdamenia no art. B2,

% 19, do Qegratp p¢ § 525, ce @ de gutubrg ga §015.

Decumentn asunads aletrenicamene por Aobarta Reranoce Rosa. Wsudro Exterma, em 10,089, 1018,
a5 17:04, canfoome hardvio ofical de Beasilla, Lo funddreento mo are. §9, § 1°, do Decrels 0P B.539.

i pan_scesin suterne=0, informando o cidigo verificador 086293 &

] 5 0 codigo CRC TATE3T84,

Raladweias Frocaico &9 13 11T 0545 T3 2054 56 EEI ni OEAES03


http://www.pQgpuhj.CAiH
L%25c3%25bcp%25c3%25badipurtpaJiJirtj.u1u.br
utu.br/sel/controlador

AGRADECIMENTOS

A minha familia, (pai, m3e e irm3) que de longe tornaram a realizacdo
desta conquista possivel. Oferecendo- me condigdes de seguir por passos nunca
trilhados por eles. A minha avd, que com todo amor e carinho me escutou e
ajudou. Apesar de todas as dificuldades me deu forgas pra seguir em frente, em
busca de um futuro melhor.

Ao meu padrinho Eduardo, dindinha Cleidemar e primos Dudu e
Larissa, que nao mediram esforcos para tornar tudo isso possivel. Sempre se
preocupando e se mostrando presentes em qualquer coisa que eu precisasse.

Ao meu namorado Jodo, que principalmente nessa fase final esteve ao
meu lado de formas incontaveis, resolvendo questdes de informatica que eram um
mistério para mim. Além da paciéncia e carinho nos momentos dificeis de
indecisao.

Agradeco aos meus colegas de mestrado Aline, Cassio e Vinicius. Que
me ajudaram e ensinaram muito durante essa fase da minha vida.A Anaira, Rafael
e Marcelo que em muitos momentos de correria estavam la para me amparar e
tornar a conclusdo deste trabalho possivel. Ao Luiz Fernando, que sempre se
mostrou solicito.

Aos funciondrios do Laboratério de Patologia Adalci e Libia, que nunca
mediram esforgcos para me ajudar e escutar quando precisei.

Ao Prof® Adriano Loyola pela oportunidade e paciéncia no decorrer

destes anos para a construcao deste trabalho.



SUMARIO

ReSUMO/ Palavras-Chave....uueuceeiiiiiiiiiii e ceccccieiriereee et seessesveenens 07
ADSTraCt/KEYWOITS. .uvviiiiiiiiiiiiie ettt ee s es e e e s s searaeeeesenans 08
1. Introducdo e Referencial teOriCo......ccccvvviviviiiiiiiiiiicc i e 09
1.1 Leucoplasia bBUCal.......uuiiiuiiiiiiiiir et e e e 10

I o oY== =] AT P 17

1.3 As histonas e suas modificagdes globais........c.cccevvviviviivieirinenennna 17

1.4 Acetilacdo de Histonas.......cccevevivievieirerereniiiiin i e ererereeereeeeeenenanes 19

1.5 KiB7 it e s 21

N o Ve o Yo 1 [ [ F 24
N N 0 ] 1= 417 TR 25
2,11 Geralciiiii i e 25

N 0 LY o1 i ol o T 25

S T -1 o 1 41 ] o 10t R 26
3.1 ABSEIACT. ..o e e 28

3.2 INTrodUCHION. . c.uiiiiii s 29
3.3 Materials and methods..........cccceiviiviinncinic e 30
3.3.1  TUSSUBS.ciiiiir ittt s et e s s 30

3.3.2  ImmMUNohistoChemisStry....ccccviviveiveiricinie e e 31

3.3.3 Immunohistochemical analysis........cccoeeveervverinivereririeeennns 32

3.3.4 Data analyzes....uiceeiin ittt et ae e st aerben e 32

B RESUIES ..ttt s 33
3.5 DiISCUSSION...iiiiiiit ittt s e s s 34
3.6 AckNOWIEedEemMENTS. . i i e 37
3.7 Conflicts of INtErest......ccoovveinince e 38

3.8 REFEIENCES ...t e 41
3.0 FIBUIES . ittt ettt ettt e s s st e be e st be ee st be e e s eabae e s sanaeas 42
3.10  Figure I8ZENAS. et et cre et e b e erne sraeane e 43
A, CONCIUSA0....uiiiiiiiiiiitie ettt e s sr e srreee s sanees 44



=Y =Y 4= ol - 1= 46
FAN g1 (o L PP PPPPPPPPPPPPPPPPRRP 51
6.1 Parecer do Comité de Etica € PESQUISA.....civeveveeureereeieereereeereereeas 52
6.2 Materiais @ ME&todos.......ccciiiiiiiiiriieii e e 58
B.2.1  CasUISEICA...ceii i i 58
6.2.2 Ensaios imunohistoquUimiCos.......cccuvuveurimiiiiiiiirineneneeeeeenenns 58
6.2.3 Analise da reatividade imunohistoquimica........cccccccccvnnnnnn. 60
6.2.4 Calibracdao do Imagel para analise morfométrica............... 61
6.2.5 Calibragdo da distanCia...ccccievereririeieiiiiriririiiieeeerereniiiiniene 61
6.2.6 Calibracdo da escala de CiNzZa...ccccveviiieiiiiiiiiieriiccicicinie 63
6.2.7 Analise das imagens.......cccccvviiviiiiiiriiiiiiinininierenenerererereeeaees 64
6.2.8  EstatistiCa...cc.cccceiiiiiciicci e 66
6.2.9 Analise dos dados.....cccciiviiiiiiiniccc 67
6.3 RESUIAAOS. . it e e e e e 68
6.3.1 Dados sociodemograficos e clinicopatoldgicos......c.cccveverennnn. 68
6.3.2 Analise e avaliagdao imunohistogquimica..........cccccvevererviiiiinnnnn 68
6.3.3 Histona H3KOaC. . .ciiiiiiiiiiiii i snr e e e s eencine e e seenaan 68
6.3.4 Histona HAKL2aC.....cciuiiiiiiiiiiiiiic s crreccnncescreina s sescrenaenssesenenaans 73
6.3.5 Correlacdao entre MPTH € KiB7....cociiiiiiiiiiiiiiiiiiiirvvevirenenncennn 76
e N G ALY P 76



RESUMO

Introducgdo: A leucoplasia oral é o distUrbio potencialmente maligno mais comum
da mucosa de boca e o reconhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos
em seu desenvolvimento e progressao para o carcinoma de células escamosas oral
pode fornecer novos biomarcadores para determinar o progndstico e monitorar a
progressao da doenca. Alteracoes epigenéticas, como modificacdes pds-
traducionais de histonas, tém sido alvo de investigacdo considerando seus papéis
na transcricdo génica, condensacao e descondensacdao da cromatina, replicacao e
reparo do DNA, nos quais H3K9ac e H4K12ac desempenham papéis significantes. O
objetivo deste estudo foi analisar a expressao de H3K9ac e H4K12ac na leucoplasia
oral e sua associacdo com o marcador de proliferacao celular Ki-67 e dados clinico-
patoldgicos.

Métodos: Amostras de 50 casos de leucoplasia oral e 15 fragmentos de mucosa
normal foram submetidas a ensaio imunohistoquimico para expressao de H3K9ac,
H4K12ac e Ki-67. A analise quantitativa foi realizada medindo densidade &éptica
integrada e porcentagem de nucleos positivos.

Resultados: A expressdao de H4K12ac na leucoplasia oral foi significativamente
diferente da mucosa normal tanto para valores de densidade &ptica integrada
média (p = 0,007) quanto para porcentagem de nucleos positivos (p = 0,02) em
comparacdo ao grupo controle. Nenhuma associacdo foi encontrada entre os
dados sociodemograficos e clinico-patoldgicos. A expressao de Ki-67 correlacionou
positivamente com a porcentagem de nucleos positivos para H3K9ac {p<0,0001) e
com densidade 6ptica integrada para ambas as modificacdes histonas (H3K9ac, p =
0,0007; H4K12ac, p = 0,002).

Conclusdo: Nossos achados sugerem que o H3K9ac e o H4K12ac contribuem para o
desenvolvimento da leucoplasia oral por meio da regulacdo dos mecanismos de
proliferacao de células epiteliais.

Palavras-chave: ModificacOes de histona; leucoplasia oral; imuno-histoquimica;

cancer bucal; progndstico.



ABSTRACT

Background: Oral leukoplakia is the most prevalent potentially malignant disorder and
the acknowledgement of molecular mechanisms involved in its development and
progression to oral squamous cell carcinoma can provide novel biomarkers for
determining prognosis and monitoring disease progression. . Among these, epigenetic
alterations such as histone post-translational modifications have been targeted for
investigationconsidering their roles in gene transcription, chromatin condensation and
decondensation, DNA replication and repair, in which H3K9ac and H4K12ac play
significant roles. The aim of this study was to analyze the expression of H3K9ac and
H4K12ac in oral leukoplakia and its association with cell proliferation marker Ki-67 and

clinical-pathological data.

Methods: Samples of 50 cases of oral leukoplakia and 15 fragments of normal mucosa
were submitted to immunohistochemical assay for H3K9ac, H4K12ac and Ki-67
expression. Quantitative analysis was performed measuring integrated optical density

and percentage of positive nuclei.

Results: Expression of H4K12ac in oral leukoplakia was significantly different from
normal mucosa for both mean integrated optical density values (p=0.007) and
percentage of positive nuclei (p=0.02) in comparison to control group. No association
could be found among sociodemographic and clinical-pathological data. Ki-67
expression correlated positively with percentage of positive nuclei for H3K9ac
(p<0.0001) and with integrated optical density for both histone modifications (H3K9ac,
p=0.0007; H4K12ac, p=0.002).

Conclusion: The present findings suggest that H3K9ac and H4K12ac contribute to the

development of oral leukoplakia by regulating epithelial cell proliferation mechanisms.

Keywords: Histone modifications; oral leukoplakia; immunohistochemistry; oral

cancer; prognosis.



1.INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO




1.1 Leucoplasia Bucal

Os canceres de boca e orofaringe estdao entre os mais comuns do mundo
perfazendo no ano de 2008 cerca de 400.000 casos incidentes, com 223 mil casos de
obito relacionado a doenga (Chaturvedi et al., 2013). Sendo o cancer de boca a sexta
principal causa de morte por cancer nho mundo (Ganly et al.,, 2012). Para o Brasil o
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estima para o biénio
de 2018-2019 a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer por ano, excetuando- se o
cancer de pele ndo melanoma. Excluindo o cancer de pele ndao melanoma, os tipos
mais frequentes em homens serdo préstata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%),
estomago (6,35%) e cavidade oral (5,2%). J& nas mulheres, os canceres de mama
(29,5%), intestino (9,4%), colo de Utero (8,1%), pulmao (6,2%) e tireoide (4%). Para o
cancer de cavidade oral estima-se 11200 novos casos em homens e 3500 em mulheres
para este biénio. O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) esta situado entre os
10 tipos mais comuns encontrados no ser humano, chegando a perfazer 90% dos
canceres incidentes na boca (INCA, 2018). Parte destas lesdes surge como lesdo nova
(de novo), e parte como lesdes potencialmente malighas, principalmente a leucoplasia

bucal (LB) (Warnakulasuriya et al., 2007).

Em 1978, a Organizacao Mundial de Saude (OMS), em documento préprio,
da o primeiro passo na definicao consensual da LB. Neste documento, a LB é definida
como uma mancha ou placa branca que nao pode ser caracterizada clinicamente ou
patologicamente como nenhuma outra lesdo. A partir de ent3do, outras propostas
foram feitas tanto pela OMS, por documento préprio, como por grupos de estudo sob
sua coordenacao, culminando no trabalho referencial de Warnakulasuriya et al. (2007),
no qual os autores reconhecem a LB como placa branca com risco questionavel para
transformacdo maligha, cujo diagndstico pressupde a exclusao de todas as doencas ou
desordens semelhantes que ndao comportem risco aumentado para transformacao em
cancer. Outras discussbes conceituais foram propostas, nao alterando
significativamente as formulagbes anteriores, convergindo para o trabalho da OMS,

publicado em 2017, que traz a LB dentro das lesbes ou desordens potencialmente
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malignas (EI-Naggaret al, 2017). Neste documento, as desordens (doencas)
potencialmente malighas s3o conceituadas como “apresentacdes clinicas que
carregam um risco de desenvolvimento de cancer, seja em uma lesdo precursora
definivel, ou em mucosa clinicamente normal”. Neste documento, a LB é admitida
como termo clinico para descrever placas brancas de risco questionavel para
transformacdo maligha, uma vez gue outras condicOes especificas e outras desordens

potencialmente malighas sejam descartadas.

O consumo de tabaco é o fator de risco que contribui ho desenvolvimento
da LB e na progressdo para o CCEB (Leemans et al., 2011; Tanaka, Ishigamori; 2011),
sendo que entre fumantes a LB é seis vezes mais comum do que entre nao- fumantes
(Warnakulasuryia et al.,, 2007). Em paises asidticos, em especial no sudeste do
continente, o uso de nds de areca é uma pratica muito comum, sendo identificado
como outra causa da LB (Lee et al, 2006; Warnakulasuryia et al., 2007; Lee et dl,,
2011). Além disso, pacientes que ndo foram expostos a fatores de risco conhecidos
também podem desenvolver LB e CCEB; outros estudos ressaltam ainda o papel nao
definido do alcool e do HPV na patogenia das LB (Maserejian et al., 2006; van der Waal
et al., 2010; El-Naggar et al, 2017).

No contexto do diagndstico da LB, seguiria o seguinte protocolo: 1.
Identificacdo de uma mancha ou placa branca ou predominantemente branca; 2.
Descarte de qualguer fator etiolégico que possa ter repercussao sobre o
comportamento da lesdo, a excecao daquelas envolvidas com desordens
potencialmente malignas: fumo, alcool, HPV, ndz de areca, por exemplo; 3. Exame
histopatoldgico para confirmacao de alteragdes intrinsecas do epitélio. Apesar de nao
apresentar caracteristicas histolégicas patognomonicas, a biopsia € um procedimento
obrigatdrio para o diagndstico. Com ela, é possivel descartar outras alteracoes da
mucosa com expressao clinica semelhante, e avaliar o grau de displasia presente, que
tem sido considerado um marcador de probabilidade de transformacdo maligna

(Warnakulasuriya et al., 2007; Warnakulasuriya et al., 2008; van der Waal et al., 2010).
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Entre os métodos auxiliares classicos na avaliacao das LB, a utilizacdo do azul de
toluidina como complemento ao exame clinico tem sido bastante relatado nos ultimos
30 anos. O azul de toluidina é um corante catidnico metacromatico, que se liga de
forma seletiva aos componentes acidos, resultando em um tecido de coloracao azul
gue contrasta com a mucosa normal. Como as células cancerosas e displasicas
apresentam maior quantidade de DNA e RNA quando comparado as células normais, o
corante delineia areas de atividade proliferativa, sugestivas de displasia (ou ja de
malignidade). E uma técnica de baixo custo, execucdo simples e rapida, com

sensibilidade critica para seu objetivo (Ram, Siar;2005; Missmann et al., 2006).

A LB pode aparecer em qualgquer regido da boca e orofaringe (van der Waal,
2009). Clinicamente podem ser agrupadas em dois grupos aparentemente distintos:
homogéneas (LH) e ndo homogéneas (LNH). A primeira manifesta-se como uma placa
uniforme, plana, esbranquicada e com bordas bem definidas cuja consisténcia €, em
geral, uniforme em toda a lesdo, préxima aquela encontrada na mucosa
(Warnakulasuriya et al., 2007). As do tipo ndo homogéneo mostram-se permeadas por
areas eritroplasicas, ou também com padrao de alteracoes superficiais do tipo nodular
ou verrucoso, podendo, eventualmente, apresentarem-se com padrdes morfoldgicos
mistos. Aquelas permeadas de areas eritroplasicas s3ao desighadas de

eritroleucoplasias {(Warnakulasuriya et al., 2007; van der Waal, 2009).

As alteracdes histopatoldgicas mais significativas sao observadas no epitélio de
revestimento, admitidas como  alteragbes intrinsecas, compreendendo:
hiperqueratose, paraqueratose, hiperplasia (acantose), hipotrofia, e com o quadro de
displasia epitelial, em diferentes graus, acompanhadas ou nao de alteracbes na
arquitetura epitelial, cujos aspectos podem incluir: perda de polaridade celular basal,
cones epiteliais “em forma de gota”; presenca de acantdlise, estratificacdo irregular,
disqueratose (queratose intraepitelial). Assim, qualquer destas alteracles
isoladamente ou em conjunto (mais usual) podem ser observadas nas LB (Barnes et al.,
2005; El-Naggar et al., 2017).

Classicamente, a identificacdo de displasia esta relacionada a percepcao de

alteracdes celulares (citoldgicas) e teciduais, considerando, neste Ultimo caso, a sua
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arquitetura. Em suas publicacdes de referéncia mais recentes, a OMS (Barnes et al.,
2005; El-Naggar et al.,, 2017) reproduz as caracteristicas citoldgicas e arquiteturais
importantes na composicdo de um diagndstico de displasia epitelial e como as
agregaram para categorizar as displasias segundo sua intensidade em leve, moderada
e severa (Quadros 1 e 2). Além disto, aos critérios citolégicos e arquiteturais, acresce-
se a observacdao do nivel de acometimento do epitélio: a displasia leve apresenta
alteracao arquitetural restrita ao terco inferior do epitélio e atipia citolégica; a
moderada estende-se ao terco médio epitelial apresentando maior grau de atipia
citolégica; a displasia intensa afeta dois tercos do epitélio de revestimento,
relacionada a grande atipia citolégica. Na sua versdo mais recente (El-Naggar et al.,
2017) a OMS equivale o diagndstico de displasia intensa com o de carcinoma in situ.
Embora seja a referencia universal, este método apresenta como desvantagem uma
grande variabilidade de interpretacdo intra e inter observadores (Brothwell et al.,
2003). Isso ocorre devido a subjetividade na avaliacdo realizada pelo patologista

guando se diz respeito a displasia (Warnakulasuriya et al., 2008).

Com vistas a superar esta limitagcdo, um sistema binario de gradacao
histolégica foi proposto com o objetivo de atenuar a subjetividade contida na
apreciacao das alteracgoes citoldgicas quando da utilizacdo da classificacao de gradacao
histolégica de malignidade para lesbes potencialmente malignas baseadas em varios
niveis (Barnes et al., 2005). Em dois trabalhos subsequentes Kujan et al. (2006 e 2007)
propuseram e testaram um sistema binario, a partir da identificacdo de aspectos
citoldgicos e arquiteturais associadas as lesdes potencialmente malignas identificadas
com maior ou menor risco de transformacao maligna. Assim, os autores categorizaram
as lesdes de “BAIXO RISCO” (LBR) como aquelas que, na biopsia, apresentavam menos
de quatro alteracdes arquiteturais ou menos de cinco alteracdes citoldgicas; as de
“ALTO RISCO” (LAR) seriam aquelas nas quais se observasse um minimo de quatro
alteragbes arquiteturais e cinco citolégicas. De acordo com os autores, o sistema
binario permitiu prever a transformacao maligna da lesdo. Identificaram que das 33
lesdes classificadas como LBR, apenas cinco casos apresentaram transformacgao

(15,2%), enquanto dos 35 casos designados como LAR, 28 progrediram para carcinoma
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(80,0%), demonstrando a eficicia desse sistema. E importante a caracterizagdo da
displasia no diagndstico, pois a presenca de displasia aumenta o risco de
desenvolvimento de carcinoma quando se compara ao tecido normal

(Warnakulasuriya et al., 2008).

Quadro 1: Critérios utilizados para o diagndstico de displasia bucal em desordens

cahcerizaveis.

AlteracOes de Arquitetura AlteragOes Citolégicas
Estratificacao epitelial irregular Variacao do tamanho e forma nuclear
Perda de polaridade da camada basal Variacao do tamanho e forma da célula

Aumento da proporc¢do nucleo/
Projecbes epiteliais em forma de gota

citoplasma
Aumento do nimero de mitoses Nucleos aumentados de tamanho
Mitoses superficiais anormais Figuras de mitoses atipicas
Queratinizacao prematura em células Aumento do numero e tamanho dos
individuais (disqueratose) nucléolos
Perda de coesdo celular (acantdlise) Hipercromatismo

Pérolas de queratina dentro das cristas

epiteliais

Adaptacao de Barnes et al., 2005; van der Waal, 2009 e El-Naggaret al., 2017.
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Quadro 2- Estagios histopatolégicos em lesdes precursoras epiteliais?.

Hiperplasia Escamosa

Este pode estar na camada espinhosa
(acantose) e / ou nas camadas celulares
basais / parabasais (hiperplasia de células
basais); a arquitetura mostra a estratificacdo

regular sem atipia celular

Displasia Leve

A perturbacdo de arquitetura é limitada ao
terco inferior do epitélio acompanhada por

atipia citoldgica

Displasia Moderada

A perturbacdo de arquitetura estende-se
para o terco médio do epitélio;
consideracao do grau de atipia citoldgica

pode exigir atualizacao

Displasia Intensa

Alteracdo de arquitetura envolve mais do
gue dois tercos do epitélio; alteracao de
arquitetura para o terco médio do epitélio
com atipia citoldgica suficiente é atualizado

a partir de moderada a displasia grave

Carcinoma in situ (também considerado

displasia intensa)*

Alteracdo de espessura total ou quase total
de arquitetura nas camadas de células
viaveis acompanhado por atipia citoldgica

pronunciada

1. Adaptado de Barnes et al., 2005; van der Waal, 2009; El-Naggar et al., 2017.
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Um dos grandes temas relacionados ao estudo das doencgas cancerizaveis
diz respeito ao seu potencial de transformacdao maligha. A frequéncia de
transformacgdo maligha documentada para as LB tem sido estimada entre 0,1% a 39%.
Estudos de metandlise mostram indices de transformacdo maligha para displasias
bucais em torno de 12%. Todavia, quanto maior a presenca de displasia acentuada,
maior é a probabilidade de transformacdo maligna (EI-Naggar et al., 2017). Quando
analisamos estudos concentrados em lesdes mostrando displasias intensas e
carcinomas in situ, estes indices se alteram, elevando-se para 3,2% a 50,0% (Liu et al.,

2012).

Alguns fatores sdo mencionados pela literatura por apresentarem relagao
com o risco aumentado de transformacao maligha nas LB, sendo eles: sexo feminino,
lesdes de longa duracao, pacientes nao fumantes, lesdes em lingua e soalho bucal,
subtipo ndo homogéneo, maiores que 200 mm?, presenca de C. albicans e displasia

epitelial (Gupta et al., 1980; Liu et al., 2012).

No estudo de Kil et al., (2016) foi observada a presenca de anormalidades
cromossOmicas, através da variacdo estrutural no nlimero de cdpias, englobando as
regides 3p e 9p em LB. Recentemente, com o advento dos estudos de eventos
genéticos e epigenéticos nestas doencas, tem traduzido possibilidades de se encontrar
biomarcadores da transformacao maligha nestas lesdes. Esse tipo de estudo é de suma
importancia, possibilitando complementar a previsao do progndstico da lesdao aqueles

marcadores clinicopatolégicos.
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1.2 Epigenética

A epigenética refere-se as alteracOes hereditarias na expressao
génica que nado estdo associadas as modificacdes na sequéncia de bases do DNA
(Shaw, 2006). Diversos mecanismos estao ligados aos eventos epigenéticos, sendo os
mais estudados a metilacdo do DNA, as modificagcbes pds-traducionais das histonas

(MPTH) e os micro RNAs {miRNA) (Taby, Issa; 2010).

InUmeros fatores podem gerar tais modificacdes, entre elas a exposicao
a radiacdo, uso do fumo, estresse, hormdnios {como o estradiol), cadmio, arsénio,
niquel, as espécies reativas de oxigénio dentre outros quimicos (Verma, Srivastava;

2002).

Existem algumas particularidades usuais nas modificacdes epigenéticas,
que s3o: (1) potencial de reversibilidade, o que difere das mutacdes genéticas
convencionais; (2) efeitos de sua posicdo, ou seja, efeitos sobre genes a alguma
distancia, que podem diminuir com a distancia do gene afetado em relagcao a alteracao
epigenética, ou terminar abruptamente; (3) efeitos em grupos génicos que estdo
préximos uns dos outros no genoma; (4) frequéncia surpreendentemente alta, numa
taxa mais alta que para as mutacgdes; (5) podendo estar associadas a causas ambientais

e ser modificada por elas (Feinberg, 2004).
1.3 As histonas e suas modificacoes

As histonas s3o proteinas basicas presentes no nucleo de células
eucariontes. Inicialmente acreditava-se que estas proteinas estavam envolvidas
apenas com o empacotamento da fita de DNA formando a unidade fundamental da
cromatina, o nucleossomo (Kornberg, Lorch; 1999; Grunstein, 1992). O nucleossomo é
formado pelo conjunto de oito histonas, sendo duas moléculas de cada histona (H2A,
H2B, H3 e H4), formando o octdmero de histonas, onde a fita de DNA se enrola por

volta de 1,75 vezes com aproximadamente 147 pares de base do DNA (Luger, 2003).

Entre dois nucleossomos se tem o DNA de ligacdo de 1lnm, que é

empacotado numa fibra de 30nm com a associacao da histona H1, que é conhecida

17



como histona de ligacdo (Wolffe, 1999). Alguns estudos indicam que a histona H1 pode
apresentar acdo estrutural/ funcional na cromatina, assim como pode participar da
regulacdo epigenética, contribuindo para a manutencdo ou estabelecimento de
padroes de metilacdo especificos do DNA. (Fan et al., 2005).

As histonas apresentam uma regiao globular, responsavel pela formacao

do nucleossomo e uma cauda N-terminal que se projeta do nucleossomo. Tais
estruturas est3o suscetiveis a acdo de enzimas causando modificacbes que podem ser
de acetilacdo, metilagdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo (Wolffe, Hayes; 1999;
Peterson,Laniel;2004).
Diversas modificacbes podem ocorrer na cauda das histonas formando um cédigo, que
foi proposto por Jenuwein & Allis, (2001) chamado “cédigo de histonas”. Diferentes
modificacdes podem ocorrer em varios aminoacidos, colaborando com os mecanismos
gue alteram a estrutura da cromatina. Tais modificacdes estdo relacionadas com
diferentes mecanismos fisiolégicos do organismo, dessa forma, sua desregulacao
estara relacionada com o desenvolvimento de doencas, como o cancer (Jenuwein,
Allis; 2001).

Aqui Feinberg et al., (2006)sugerem que os tumores se desenvolvem em
trés estagios; (1) Alteracdo epigenética de células progenitoras/ tronco, através da
regulacdo aberrante de genes progenitores de tumor, tais genes medeiam o aumento
epigenético de células progenitoras, elevando sua propensao para o desenvolvimento
de cancer; (2) Mutacdes genéticas em genes supressores de tumor e oncogenes; (3)
Variabilidade genética e epigenética, acarretando em aumento da evolugdao tumoral.
Esses acontecimentos ainda precisam ser mais estudados, porém é evidente que a

epigenética tem uma fungao indispensavel no desenvolvimento tumoral.
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Figura 1 — Modificagbes de histonas. Nucleossomo, formado pela unido de dois
dimeros H2A e H2B e um tetramero formado pela unido de duas moléculas de H3 e
duas de H4. A histona H1 mantém o DNA enrolado em torno do octamero de histona.
As caudas amino-terminais desempenham papel crucial na estrutura e na fungao dos
nucleossomos. Diversas modificacdes nos diferentes residuos da cauda das histonas
estao sendo mostradas, onde S, T, K e R representam serina, treonina, lisina e arginina,
respectivamente. Outras possiveis modificacbes existem, mas nao estao
representadas. (Fonte: BISWAS; RAO, 2017. Adaptado pela autora).

1.4 Acetilagao de histonas

O processo de acetilacgdo dos dominios N- terminais das histonas é
controlado por duas classes de enzimas: a acetiltransferase de histona (HAT) que
catalisa acetilacdo, e a desacetilase de histona (HDAC) é responsavel pela reacdo de

desacetilagdo (Verma, Srivastava; 2002).

A acetilacdo das histonas é responsavel por regular alguns processos
celulares, entre eles a montagem do nucleossomo no DNA. As histonas sao carregadas
positivamente, enquanto o DNA é carregado negativamente, o que gera interagao
eletrostatica. Para organizar a cromatina, proteinas conhecidas como chaperonas de
histonas irdo controlar a montagem das histonas no DNA, possivelmente por
reconhecerem o padrao de acetilagdo nessas histonas. Isso porque as histonas logo

apods sua sintese na fase (S) do ciclo celular sdo modificadas pelas HATs que transferem
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uma porc¢ao acetil da acetil coenzima A para o grupo g-amino de residuos de lisina.
Logo apds que as histonas sao depositadas no DNA, elas sdo desacetiladas e mais tarde
reativadas com novos padroes para possibilitar outras funcbes. Outro papel
importante da acetilacdo esta no estado de conformacao da cromatina. Isso porque a
cromatina pode estar em um estado aberto ou compacto, dependendo do estagio do
ciclo celular. Sendo que a acetilacdo de histonas tem funcdo na transicdo e na

manutencdo desses estados (Shahbazian, Grunstein; 2007)

A adicao de um grupo acetil as caudas N-terminais das histonas H3 e H4
gera afrouxamento da cromatina, dado que na forma desacetilada tais histonas se
encontram carregadas positivamente, portanto em intima associacdo com o DNA de
carga negativa. Ou seja, a acetilacdo torna a cromatina acessivel ao processo de
transcricao (Taby, Issa; 2010). A desregulacdo desse processo pode gerar atividade
transcricional desorganizada, colaborando com eventos que podem levar a
transformacdo maligna. Estudo recente mostrou que modificacdes na histona H3K9ac
realizam funcdo na agressividade e resisténcia ao tratamento quimioterapico de
pacientes com carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco por meio da regulagao

positiva do fator nuclear kappa de células B ativadas (Almeida et al., 2013).

Existem dois tipos de HATs de acordo com sua localizacao celular, sendo
uma de localizacdo nuclear (HAT tipo A) e a de localizacdo citoplasmatica (HAT tipo B).
Presume- se que as de localizacdo nuclear apresentam maior influéncia sobre a
transcricdo génica, enquanto as citoplasmaticas podem acetilar proteinas nao

histonas.(Taby, Issa; 2010).

Ainda se tem poucos estudos sendo desenvolvidos para avaliar o papel da
acetilacao das histonas no CCEB. Com isso, a funcao da acetilagdo na carcinogénese e
no modo de desenvolvimento de lesdes é pouco conhecido. Estudo comparou as
alteracbes da histona H3K9ac em todas as camadas celulares de amostras de tecido
normal (TN), LB e CCEB. Todos os casos se mostraram positivos para tal histona. As
amostras de TN apresentaram em média 82,1%, os casos de LB 94,4% e 78,2% nos

casos de CCEB. Comparando os grupos, os casos de CCEB foram hipoacetilados quando
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comparados aos casos de LB. Entre os casos de TN e LB nenhuma diferenca estatistica
foi encontrada. No mesmo estudo foi realizada analise de proliferacdo comparando a
expressao de Ki67. Houve aumento gradual de sua expressao durante a carcinogénese,
apresentando os valores maiores no CCEB. O que sugere que a progressao maligha

requer um aumento de células habilitadas para progressao (Webber et al., 2017).
1.5 Ki67

Ki67 foi descrita como uma proteina nuclear em 1983, em linhagem celular
de linfoma de Hodgkin. Experimentos revelaram a presenca de Ki67 em todas as
células normais que proliferam, mas ausente nas células diferenciadas, em repouso.
Quando células diferenciadas em repouso sao estimuladas a proliferacao, se tem a
inducdao de expressao de Ki67, enquanto que sua expressao desaparece nas células
gue proliferam e se diferenciam em células maduras em fase de repouso (Jurikovaet
al., 2016). Este antigeno encontra-se ausente na fase GO do ciclo celular e expressa de
forma variada nas fases G1, S e G2. Portanto, sua expressao esta relacionada com o
processo de proliferacdo. Podendo entdo sua expressdao nuclear ser utilizada para
avaliar a proliferacao celular em tipos diferentes de lesao, incluindo tumores e lesdes

cancerizaveis (Denkertet al., 2015).

Quando se fala de cancer, a avaliacdo dos fatores progndsticos e
preditivos é essencial para identificar pacientes com risco aumentado de recidiva e
optar por tratamento mais adequado para cada caso de forma individual. Entretanto,
os fatores tradicionais como o tamanho do tumor, o grau histolégico e o
acometimento dos linfonodos nao sao suficientes para avaliar progndstico do
paciente. Com isso, existe a necessidade de utilizar de marcadores mais poderosos
para fazer esta diferenciacdo entre os pacientes com bom progndstico e aqueles com
prognostico ruim que necessitam de tratamento mais agressivo (Jurikovaet al., 2016).
Nos Ultimos 32 anos Ki67 vem sendo pesquisada quanto a sua utilizagdo como
biomarcador progndstico e até mesmo preditivo para o cancer de mama e outros.

Porém o biomarcador nao esta ainda sendo utilizado para as tomadas de decisao
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clinica do paciente, pois nao se tem ainda uma padronizacdao que possa orientar o

profissional na pratica clinica (Denkertet al., 2015).

Estudos analisaram a expressao de Ki67 em pacientes com CCEB, sendo a
area distante do tumor original examinada, ou seja, a mucosa clinicamente e
histologicamente normal oposta ao tumor primario de CCEB. Foi observado que esses
pacientes apresentavam um valor médio de Ki67 maior do que o controle e que cerca
de 20% dos pacientes com CCEB apresentavam um volume de células elevado na

mucosa oral clinicamente e histologicamente normal (Montebugnoliet al., 2009).

Analises da capacidade de proliferacdo da LB confirmam nivel de expressao
elevado de Ki67 nessas lesoes, sendo proposto que Ki67 pode ser um marcador para a
ocorréncia e a gravidade de displasias. Essa associacdao da gravidade da lesdo com a
expressao de Ki67 pode representar- se como fator progndstico da lesdo. Estudo
utilizando amostras de CCEB, LB com e sem a presenca de displasia mostrou que a
expressao de Ki67 é mais alta no CCEB seguida das lesdes LB displasicas e as nao
displasicas. Mostrando que Ki67 pode ser um marcador de malignidade progressiva

(Sinanogluet al., 2015).

A expressao de p1l6 também vem sendo estudada nestas lesdes. A p16 tem
sido envolvida com a carcinogénese, sendo uma proteina supressora de tumor. Estudo
demonstrou que a sua expressao aumentada em LVP pode apontar para

transformacdo maligna precoce (Kresty et al., 2008).

O gene supressor tumoral p53 é bastante estudado, devido sua funcao
importante na carcinogénese. Foi verificada alta prevaléncia na expressao de p53 em
pacientes que faziam uso de tabaco e ndéz de areca, e que apresentavam lesOes
displasicas em boca {Kauret al., 1998). Em estudo realizado com pacientes de Taiwan
com LVP observou- se comumente a expressdo alterada de p53 e p21WA™! (proteina
gue regula o ciclo celular), sugerindo que ambas podem apresentar importante valor
para o progndstico dos pacientes. Neste mesmo trabalho observou- se que 75% das

amostras de LVP apresentavam imunorreatividade aberrante, sendo que as que

22



apresentavam para p21WAFl  manifestavam frequéncia maior para a

progressao/recidiva de CCEB do que as amostras negativas (Chang et al., 2000).
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2.PROPOSICAO




2.1 Objetivos
2.1.1 Geral
Analisar a expressdo de antigenos associados aos mecanismos epigenéticos,
especificamente as modificacdes das proteinas histonas, e o marcador de proliferacao
Ki67 em amostras de LB, comparando a reatividade imunohistoquimica aos diferentes
paramentros clinicopatolégicos.
2.1.2 Especificos
e Avaliar a presenca do antigeno relacionado a modificacdao de histona H3K9ac e
H4K12ac na LB.
e Avaliar a percentagem de nucleos imunorreativos das histonas H3K9ac e
H4K12ac
e Avaliar a intensidade imunorreativa das histonas H3K9ac e H4K12ac
e Comparar os padroes de reatividade imunohistoquimica com os dados
clinicopatoldgicos.

e Comparar os padroes de reatividade do Ki67 e as modificagbes de histona.
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3.1ABSTRACT

Background: Oral leukoplakia is the most prevalent potentially malignant disorder and
the acknowledgement of molecular mechanisms involved in its development and
progression to oral squamous cell carcinoma can provide novel biomarkers for
determining prognosis and monitoring disease progression. Among these, epigenetic
alterations such as histone post-translational modifications have been targeted for
investigationconsidering their roles in gene transcription, chromatin condensation and
decondensation, DNA replication and repair, in which H3K9ac and H4K12ac play
significant roles. The aim of this study was to analyze the expression of H3K9ac and
H4K12ac in oral leukoplakia and its association with cell proliferation marker Ki-67 and

clinical-pathological data.

Methods: Samples of 50 cases of oral leukoplakia and 15 fragments of normal mucosa
were submitted to immunohistochemical assay for H3K9ac, H4K12ac and Ki-67
expression. Quantitative analysis was performed measuring integrated optical density

and percentage of positive nuclei.

Results: Expression of H4K12ac in oral leukoplakia was significantly different from
normal mucosa for both mean integrated optical density values (p=0.007) and
percentage of positive nuclei {(p=0.02) in comparison to control group. No association
could be found among sociodemographic and clinical-pathological data. However, Ki-
67 expression correlated positively with percentage of positive nuclei for H3K9ac
(p<0.0001) and with integrated optical density for both histone modifications (H3K9ac,
p=0.0007; H4K12ac, p=0.002).

Conclusion: The present findings suggest that H3K9ac and H4K12ac contribute to the

development of oral leukoplakia by regulating epithelial cell proliferation mechanisms.
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3.2 INTRODUCTION

Tumorigenesis is a multistep event in which normal cells evolve
progressively to a neoplastic state after acquiring advantageous phenotypes through a
succession of changes in their genome and epigenome® 3. During the transformation of
these cells into malignant derivatives, intermediate stages of this process can be
detected as oral potentially malighant disorders (OPMD) (or potentially premalignant
oral epithelial lesions) in several organ sites®. Oral leukoplakia (OL) is the most
prevalent OPDM, defined as white plaques of questionable risk that cannot be

identified as any other condition*”.

Epigenetics has emerged as an important mechanism in the development
of several human diseases®, including cancers and their precursor lesions’2. Heritable
changes in gene function that do not comprise alterations of the DNA sequence
characterize the epigenetic phenomenon, including DNA methylation, histone
modifications and non-coding RNAs, which have been targeted for antineoplastic
therapy due to their reversibility’. Alterations such as DNA methylation® and
microRNAs'! have been thoroughly investigated over histone modifications in oral

squamous cell carcinoma (OSCC) and OL>%3,

Post-translational histone modifications (PTHM) regulate several DNA-
templated processes, including activation and inactivation of gene transcription,
chromatin condensation and decondensation, DNA replication and repair!*'>. These
effects are promoted by a variety of covalent modifications of histone N-terminal tails
that change the accessibility of chromatin or that regulate its interaction with non-
histone effector proteins'®. All core histones (H2A, H2B, H3 and H4) can suffer
methylation, acetylation, ubiquitylation, sumoylation and phosphorylation on specific

amino acid residues in various combinations that form the so-called “histone code”?’.

Histone modifications result in altered expression patterns of key genes
(oncogenes and, tumor suppressor genes) contributing to the multistep process
toward malignant transformation®. In this context, enzymatic acetylation of lysine

residues in histone tails decreases their overall positive charge and their affinity for
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negatively charged DNA, facilitating the biding of proteins that regulate transcription.
Alterations in the balance between histone acetylation and deacetylation is associated
to cancer initiation and progression, as the acetylation status of different histones is

responsible for chromatin assembly, transcription and gene expression'®.

In the literature, histone methylation patterns have been investigated in
OSCC and OPMD, but few studies have evaluated the expression of acetylation
markers in oral carcinogenesis, correlating histone acetylation with tumor progression
and prognosis®1°. The aim of this study was to evaluate the expression of H3K9ac and
H4K12ac in OL, analyzing the association between these histone markers with clinical-

pathological data and malignant transformation.
3.3 MATERIALS AND METHODS
3.3.1 Tissues

The present research was approved by the Ethics Committee on Human
Research of the Federal University of Uberlandia (CAAE: 60858016.1.0000.5152, CEP-
UFU #1.516.159). Samples analyzed consisted of 50 OL retrieved from the Department
of Oral Pathology, School of Dentistry, Federal University of Uberlandia, Brazil, from
1994 to 2016. Each case had its diagnosis confirmed through the analysis of tissue
sections stained with hematoxylin and eosin in light microscopy, according to WHO
criteria®. Sociodemographic (age, gender and exposition to tobacco products) and
clinicopathological data (location, dimension, clinical type, presence of dysplasia,
malighant transformation) were retrieved from medical records. All cases included
were required not to present in their natural history any record of specific causative
agent besides tobacco, and should not meet any of the following exclusion criteria:
remission after removal of possible causative agent, with exception of tobacco;
incomplete data on socio-demographic and clinic-pathological aspects; insufficient
biological material obtained from incisional or excisional biopsy. Multiple specimens
were removed in incisional biopsies of patients presenting heterogeneous lesions, in
order to obtain more representative samples. All cases were followed for at least two

years. Besides of the OL samples, fifteen fragments of normal mucosa obtained from
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non-smoking patients were also submitted to the assay and used as parameter for
constitutive expression of the histone modification markers. They consisted of normal
tissue from the periphery of other lesions located in the cheek, lip, floor, palate and

alveolar ridge.
3.3.2 Immunohistochemistry

Immunohistochemical assay was performed using the streptavidin-biotin-
peroxidase method. The sections obtained were prepared on organosilane-coated
glass slides and submitted to deparaffinization and rehydration. The slides were
immersed in 10% ammonium hydroxide with ethanol 95% during 10 minutes for
formalin pigment removal. The antigen retrieval was performed with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 1mM) buffered with sodium hydroxide (pH
8.0) in a steamer for 15 minutes at 1102C.Intrinsic enzymatic activity of avidin and
biotin was blocked using solution containing egg and milk, as proposed by Miller et al.
Endogenous peroxidase was blocked with 3% hydrogen peroxide in three staining
baths of 10 minutes. The slides were rinsed with buffer solution TRIS-HCI (pH 7.4) in
three baths of 5 minutes and incubated with Background Snipper (Biocare Medical,
Concord, CA, USA) for 15 minutes. Immunostaining was performed by incubating the
following primary antibody diluted in TRIS-HCI at room temperature for 2 hours: anti-
H3K9ac (Abcam, ab 10818, 1:1000), anti-H4K12ac (Abcam, ab61238, 1:20000) and anti-
Ki67 (Abcam, ab16667, 1:500). Reaction was amplified with the streptavidin-biotin-
peroxidase system (LSAB+®, Dako, Carpinteria, CA, EUA). Slides were incubated with
the secondary biotinylated antibody for 20 minutes, followed by the streptavidin-
biotin-peroxidase for 10 minutes, both in humid chamber. The reaction was developed
using chromogen 3,3'-diamino-benzidinetetrahydrochloride (Sigma-Aldrich, USA) and
hydrogen peroxide for 5 minutes. The sections were counterstained with Harris’
hematoxylin, dehydrated in increasing concentrations of alcohol (70%, 80%, 90% and
100%) and diaphanized in two xylene baths. Positive controls consisted of
immunoreactive tissue of cervical and breast cancer as suggested by the manufacturer,

and negative controls were obtained by omitting primary antibodies.
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3.3.3 Immunohistochemical analysis

Slides were scanned with Aperio AT2 (Leica Biossystems Imaging, Inc.,
Nussloch, Germany) and immunohistochemical analysis was performed using Image)
(Image Processing and Analysis in Java, version 1.38e/Java 1.5.0_09). For quantification
of immunostaining, number of positive nuclei and mean values of integrated optical
density (IOD) were obtained, the latter considering intensity and the percentage of
stained areas. Optical density calibration was performed in accordance with the

protocol available at https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html.

Photomicrographs with 200x of magnification were obtained of each slide using
ImageScope (Leica Biossystems Imaging, Inc.,, Nussloch, Germany). From these
photomicrographs, three distinct areas were selected with Freehand Selections tool,
always including about five cell layers starting from basal layer to stratum spinosum,
followed by image processing with Color Deconvolution plugin for HDAB after
calibration of scale bar (approximately 1.993 pixels/um). Cell counter tool was applied
to count nuclei in both (H/E) and DAB images, providing the final absolute and relative
number of nuclei positive for Ki-67, H3K9ac and H4K12ac. In order to obtain IOD values
for H3K9ac and H4K12ac immunostaining, a selection restrained to the nuclear area
was created over the hematoxylin images using Create Selection tool. This selection
was then applied to the DAB images, in which mean IOD values of stained areas were
measured. This procedure was performed in both OL and normal tissue samples. Mean
IOD values of the control samples were used as cut off to separate high and low values

of H3K9ac and H4K12ac immunohistochemical expression.
3.3.4 Data analyzes

Descriptive statistics were used to describe the sociodemographic,
clinicopathological and immunostaining findings of the OL. For the analysis purpose,
clinical type of OL were defined as homogeneous (HL) and honhomogeneous (NHL)*>;
presence of dysplasia was classified according to Kujan et al?®?'as being of low risk

(LRL) and high risk leukoplasia (HRL). Differences in PTHM immunoreactivities (IOD and

percentage of reactive nuclei) for OL and respective controls were tested with Student
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t test and Mann-Whitney U test, and ANOVA and Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-
test. Presence of association among sociodemographic and clinicopathological aspects
of OL with 10D and percentage of reactive nuclei for PTHM was tested by using the
exact Fisher test or Pearson chi-square test. The Spearman rank correlation test was
performed to test the correlation between proportion of immunoreactive nuclei and
IOD scores of PTHM and Ki67 scores for OL. Alfa value was defined as 0.05 in a 95%
confidence interval. Statistical significance was obtained when p< 0.05. All analyses
were performed with GRAPHPAD PRISM, version 5.01 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

3.4 RESULTS

The mean age of subjects diagnosed with oral leukoplakia was 54.1 + 12.9
years (sd), with male patients being 51.8 + 9.9 years old (sd) and female 57.3 £ 15.8
years old (sd). Most cases affected men (64.0%) in the buccal mucosa (40%), followed

by tongue and floor of mouth (16%).

Large lesions (=200mm?) were frequent (60%), with an average diameter of
3.5 cm (% 2,2). Approximately 60%of the cases consisted of low risk leukoplakia (LRL)
while 56% were homogeneous. Most patients were smokers (86%). Malignant

transformation occurred in only 18% of OL during the period of evaluation.

For H4K12ac, percentage of positive nuclei ranged from 35.4 to 91.9, with a
mean of 74.9 + 12.8 (sd). Integrated optical density (IOD) values ranged from 230.1 to
2006.0, with a median of 536.3. Differences were observed for percentage of positive
nuclei and IOD in comparison to the control group, which were statistically significant
(Figure 1).When analyzing the percentage of positive nuclei according to stratified
sociodemographic and clinical-pathological variables, a statistically significant
difference was observed only for the location of OL, specifically between tongue/ floor

and other locations (Figure 2).

No association could be found among sociodemographic and
clinicalpathological data of OL and PTHM. However, a positive and more expressive,

albeit moderate, relationship was found between the percentage of nuclei reactive for
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H3K9ac and Ki-67, this being statistically significant. Positive and statistically significant
relationship was also observed between 10D values for the two histone modifications

studied and Ki-67 (Figure 3).
3.5 DISCUSSION

Alterations in the epigenome have been shown to occur in the early stages
of tumorigenesis and can be distinctively observed in the progression of dysplasia to

neoplasia in premalignant disorders’.

In fact, levels of H3K4me?2 and H3K4me3 are significantly increased from
normal oral tissues to leukoplakia and oral squamous cell carcinoma??. Additionally,
H3K4 and H3K9 methylation were found higher in dysplastic lesions and cancer tissues
when compared to normal oral epithelium??, suggesting that the increase in these

histone marks is a potential mechanism of oral carcinogenesis.

Histone acetylation is a core mechanism controlling transcriptional activity,
replication, site-specific recombination and DNA repair!®. Among all histone
modifications, acetylation has the higher potential to promote chromatin
decompaction, allowing transcription factors to access the DNA. Alterations in
acetylation patterns result in transcriptional deregulation of several genes involved in
cell cycle and apoptosis, thereby contributing to tumor initiation and progression?*.
Acetylation of lysine residues 3, 9, 14 and 27 of histone H3 has been related to
increased gene expression, whereas acetylation of histone H4 is associated to post-
replication chromatin assembly and repressive histone marks, therefore leading to the

silencing of gene transcription®>26,

Loss of histone acetylation is considered a common marker for many
human tumors?’. In oral cancer, histone acetylation has been associated to activation
of oncogenes, as well as to defects in DNA repair and checkpoints, while the silencing

of tumor suppressor genes has been attributed to histone deacetylation?®.

The present study analyzed the expression of H3K9ac and H4K12ac in

human samples of oral leukoplakia. In general, H3K9ac was expressed weakly and in a
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scattered fashion along the epithelial layers, and had no significant correlation to any
sociodemographic or clinic-pathological data. Webber et al.'? found that samples of
oral squamous cell carcinoma were hypoacetylated in comparison to oral leukoplakia
and normal tissues, though no significant difference was observed between
leukoplakia and normal mucosa for H3K9ac expression. Hypoacetylation in H3K9 was
also detected in the oral rinse of patients with OSSC, which was not observed in
healthy patients®®. These findings, altogether, suggest that the loss of acetylation in

H3K9 may occur as a late event in oral carcinogenesis.

On the other hand, expression of H4K12ac was high in samples of OL,
which were significantly different from the normal mucosa. In OSSC, tumors with
median H4K12ac expression correlated significantly with gender and alcohol intake,
whereas high H4K12ac-expressing tumors also correlated with cervical lymph node
metastasis'3. This may indicate that H4K12ac also contributes to the transformation of

normal oral epithelium into premalignant and malignant lesions.

There are limitations in the analysis of histone PTMD expression results.
We herein performed an objective analysis using Imagel to quantify the
immunohistochemical expression of H3K9ac and H4K12ac by counting positive nuclei
and measuring integrated optical density. Other methods, however, may also present
limiting characteristics. Quantitative techniques such as western blotting and
polymerase chain reaction {(qPCR) can be used in association to immunohistochemical

assay to improve data results.

To the author’s knowledge, this is the first study analyzing the expression
of H3K9ac and H4K12ac in oral leukoplakia. Despite the lack of correlation between
histone modifications and clinical data, it is possible to conclude that H3K9ac and
H4K12ac are important histone markers in the development of oral premalignant
lesion such as leukoplakia, probably by regulating epithelial cell proliferation

mechanisms.

In summary, our findings demonstrate that H3K9ac and H4K12ac may play

distinct roles in the development of oral leukoplakia. By contrast, data recently
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published by our department demonstrated that H3K9ac and H4K12ac were both
reduced from normal epithelium to actinic cheilitis, indicating that the loss of these
histone marks is associated to environmental damage induced by actinic radiation®.
This finding suggests that histone modifications may act differently in distinct oral
premalignant disorders. Further researches are necessary to elucidate the

participation of this epigenetic alteration in oral carcinogenesis.
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3.10 FIGURE LEGENDS

Figure 1: Comparison of the values found for the antigenic reactivity between the
control sample and oral leukoplakia. (A) Percentage of area of immunoreactive nuclei
(Student's t test, p = 0.02); (B) Intensity of stain by 10D (Mann-Whithey U-test, p =
0.007).

Figure 2: (A) Comparison of the percentage values of immunoreactive nuclei for
H4K12ac in cases of leukoplakia for the different sites: TF - tongue and floor; BM -
buccal mucosa; OL - other locations: lip, palate, gum, alveolar ridge, hard and soft

palate (Kruskal-Wallis test, Dunn post-test, p = 0.04).

Figure 3: Correlation between the percentage of histone modifications and IOD values
for H3K9ac and H4K12ac and the extent of proliferative activity from values obtained
for Ki-67 immunoreactivity. (A) Correlation between percentage of nuclei reactive for
H3K9ac and Ki-67 (r = 0.28, p <0.0001). (B) Correlation between percentage of nuclei
reactive for H4K12ac and Ki-67 (r = 0.008, p = 0.5). (C) Correlation between nuclear
reactivity 10D levels for H3K9ac and Ki-67 (r = 0.47, p = 0.0007); (D) Correlation
between nuclear reactivity 10D levels for H4K12ac and Ki-67 (r = 0.43, p = 0.002).
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4.CONCLUSAO




Apesar da falta de correlacdo entre as modificacdes de histonas e dados clinicos, é
possivel concluir que H3K9ac e H4Kl1l2ac s3o importantes marcadores no
desenvolvimento da lesdo oral pré-maligna, como a leucoplasia, provavelmente pela

regulacdo dos mecanismos de proliferacao de células epiteliais.
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Versso: ¢
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Instituigao Proponents: Universidade Federal do Ubedandia’ UFU: }MG

Patrocinador Principal: Financiamento PropnG

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer 2 007 481

Apresentacao do Projeto:

Canforme apresenta a protocolo As modificacdes epigenéticas tém ganhada atenc i na sstusio da
carcanagénese juntamene com as altera; des gendticas Evidéncias recenies sugerem a participag 3o de
LOMPONPMES EDINENSUCOSs WaMnier ofti les0es cancenZavers Esse shinio 101 $352nyoMdo pary issalesr as

Meragins CPOPNeNCcas ASSCTEIIS 3 CHCINOgenese humas &a wgias bucamaxiinfacial Palrfes desaas
Meraq Ges 1ém sado observados em amostias dessas neoplasias A dentificac do e caraciernzag 3o desses
AsbMos padrdes se 1a2 essencial para 0 desenvalvemento de terapdubicas mas cicazes ¢ efelimin, akdm de
PIOPOIGIONas A tentativa du Gnnlical @ etwopatogemia, e delecsir possivers mfiiséncias Se: Mesmas no
campartamano desses lumores Até recenlemente, o seauencaamenio de DNA para mdentibcar mutag &es
gendlicas ém Neopldeds «rd impeaticavel e cart. O recente? avaes oa IBCHOIBMIATE Nease V<S50, como 3
£nag¢ 30 da Metndo de sanuencamento de UILMA Qeragao, BEERAEI PO WSO de =emicOnditedas in Protoss
ohimizoas o cusio e 0 lempa da sequenciymento, 1lam de oferecer resultados mare confiavers

Usanda o lon Pioion, os pesquisadores sequeackirdo genes mitis comumente relaisbnados 3- alterag Ses
em hestonas buschnds identhcad 0 pagel desess Meraq 08 ep=gerelicas em arnaslias de MENOes Denmgrims
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(leucoplasia, entropiasia e queilite actinica) Serdo considerados na composi¢ 30 da amostra tumores
benignos e malignos de gldndula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcmomas), carcinomas de
mucosa bucal, umaores benignos e maiignosodontogénicos e lesdes cancenzivess (keucoplasia, entroplassa
e queilnte actimca) Todos 0s casos incuidos nesse estudo serdo coletados prospectvamente, a partr da
aprovag 3o do presente projeto, e retrospectivamente, a parts de 1978 (nicso do arquivamento das amostras
cirurgicas do Laboratono de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universedade
Federal de Uberlandia) A coleta dos casos em ambas 39 situagdes se fard até 2021 periodo Umite do
desenvolvimento do estudo. perfazendo um numero provavel de 320 amostras ao final. baseado na
frequénaa de seus diagnosticos regritrados no Laboratdno de Patologsa do Curso de Odontologa Todos o3
casos elelivos serdo inclurdos no estudo a partir da acetagdo do pacwente, mediante a assnatura de termo
de consentimento livre e esclarecsdo (TCLE)

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Pnmano

ldentficar e analisar alteragbes epsgenédicas, em amostras de tumores benignos e mabgnos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores bengnos @
madignos odontogénicos e lesbes cancefizavess (leucoplasia, entropiasia e queihte actinca) e sua reiag ao
com comportameno bolégico e pardmetros clinscopatologicos das lesdes supracitadas

Objetivo Secundano

A) Descrever as caraclerisbicas clinecopalologeicas das lesdes estudadas, considerando, quando pertinenie, a
possieidade de estudar casos i1solados ou pequenas sene de Casos, especilalimente quando 08 Casos
trouxerem nfarmag des inusitadas em relagdo a0 que ¢ conhecido pela hteratura,

B) Descrever e semiquantificar os padrdes de reatwidade /munoistoquimica de varnos antigenos
representativos das modifica¢des de histonas, nas lesdes supracitadas,

C) Analisar os padrdes de reatividade imunoisiogquimica com os dados clinico-patologcos nas diferentes
lesdes a busca de associagdes entre os padrées e comportamento bologico das lesdes e sobrevida dos
pacentes

D) Quantficar por Western Bliotting, a presenga de proteinas histonas modificadas, em amostras de tumores
bemignos e malignos de gidndula salivar (adenomas, carcinomas € adenocacmMomas). carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancenzavers (leucoplasa, emroplasaa
e quesite actinica),
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E| Mapear as mutagdes génicas de histonas em amostras de lumores benignas 2 malignos de glandula
salivar [adencmas, carcinomas e adenocarcinmMmas), earcinomas de mucosa bucal, lumores benignaos 2
maligras odontogéncos & [esdes cancerizaves [leucoplasa, erlroplasia = quellite aclinica.F) Avalar a
prgdenga de rmiENA reldiaonadts o5 protdinds hnslonas &M amosrias de lemoies bensrds & Makirds de
glandula sakvar (adenomas, CArcinemas & JJeNaCArCnamash, carimas de Mutosd bucal, tumores
Benignaos € malgnos cdanogénicos e lesfbes cancenzavels (leucopasia, entroplass & queilite actinga

Avallagao dos Reecos « BeneRcios:
Sequindo o5 pEsqulseiones

Riscos: Os parficipantes incluidos na pesquisa serdo submelidos a riscos considerados mimmos, gue
consisiem em inchmodo v desconloris no moments da cokela do material. C% mesmos serdo ooletados
apds 4 meliredd crdngica, que aconiecen idependantemente da reahzagso desty pesguisa Essa caeta
serd realizada por profissionagl experiente das clinicas de estomalelogia e grurglia da Facyldade de
Cdonlelogia da Universidade Federal de Uberandia. © risce de identficacdo do participante da pesquisa
sEfd mMinimizado através da aplicar 3o das seguintes medidas: a pnvacidade do parcipanie da pesquisa
serd respeilada, ou scja, 3eu neme ou qualquer outro dado ow elemento que possa. de quakquer farma, o
rlentihcar, serd manbda em sk WEo secdo utihzadas Iﬂﬂﬂllfldal.‘-l}&'-! COME 35 INCIas o nome da
parhcipante, cada participante serd dentficado por Wm rdmerg no instiymeanto de coleta de dadoes 2 ms
lubos que serdo codeladas as amoshas, garantinda assim o sigike da swa idenfidade em lodas as edapas da

pesquisa

Benetlcrns: Quanta aos beneficos, o progedo pretende proparcwnalr ur malhod enlendmrento Jcercd da
patogend dessas kesdes. Entendemos que, a depender dos resuiados chbidas, o confecmenta gerado par
este esludo podera somar-se a oulrog jd presentes na lleralura od motivar sua expans3do para que,
oporiunaments, poscamaos vislambrar o surgiments de técmicas terapéuticas no combate 3 essas
racplasias, de lorma menoes invasiva 8 mas shioenie, propoconande melhor gqualidads de vida aos
pdcignles tratados

Comenidrios & Consideragaes sobre 2 Fasquisa:
0 projein de prequisa asia descrto de manera delalhada, permiindo adequada inlerprelacdo para a
elaboragds do parecer eheo deste comild
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Consideragoes sobre os Termos de apresentaglo obrigatoria:

Todos os termos obngatornos foram apresentados

Recomendacoes:
N3o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
As pendéncias apontadas no parecer consudstanciado numero 1,864 897, de 05 de Dezembro de 2018,
foram atendidas

De acordo com a3 atnbuig des definidas na Resoks; 30 CNS 466/12, o CEP manstesta-se pela aprovag 30 do
protocolo de pesquisa proposto

O protocolo nao apresenta problemas de etca nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos mtes
da redag 3o e da metodologia apresentadas

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Data para entrega de Retatono Parcial ao CEP/AUFU: Setembro de 2018
Data para entrega de Retatono Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2018
Data para entrega de Retatono Parcial ac CEP/UFU. Setembro de 2020
Data para entrega de Retatono Fnal ao CEP/UFU. Setembro de 2021

08S : O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA

0O CEPMUFU lembra que

a- segundo a Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arquevar por 5 anos o relatono da pesquisa e 03
Termos de Consentimento Livie e Esclarecxdo, assinados pelo sujero de pesquesa

b- podera por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conleréncia do relaténo e documentagdo
pertinente ao projeto

c- @ aprovag 30 do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU dd-se em decorménaa do atendimento a Resolug 30
CNS 466/12, ndo smphcando na qualidade crentifica do mesmo

Onentagdes ao pesquesador

+ O sujeito da pesguisa tem a iberdade de recusar-se a partiopar ou de relirar seu consentimenio em
qQualquer fase da pesquisa, sem penahiza¢ 3o alguma e sem prejuizo ao seu cudado (Res. CNS
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46612 ) & deve receber uma wia original do Termo de Consentimenio Livee & Esclarecsdo, na integra, por ele
assinado

* O pesquisador deve desenvolver a pesquesa conlorme delineada no protocolo aprovado & descontinuar o
estudo somente apds analise das razfes da descontinuddade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber nsco ou dano no previsto a0 supeito participante ou
quando constatar a superiondade de regime olerecido a um dos grupos da pesSquISa Que requeiram acio
imediata_

= 0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12) E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evenio adverso grave ocomido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificag 3o ao CEF e &
Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdna - ANVISA - junto com seu posicianamento

= Eventuass modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser aprésentadas ao CEP de forma clara &
sucinta, identificando a parte do protocolo @ ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupa | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também
& meama, junto com o parecer aprobatdnio do CEP, para serem juntadas ao protocols nicial {Res 251797,
iterm 111.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaize relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Siuagao
Infarmag bes Basicas| PB_INF GRMALLOES BASIGAS D0 P | 14022018 Aceiln
do Projeto |ROJETO 804983 paf 202348
Outros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO | 141122016 |ADRIANO MOTA Aceito

CEP 1864807 pdf 0:23:12 _|LoYoLA
Outros Respostas_pendencias_CEP pdf 141272018 | ADRIAND MOTA Aceito
202232 lLoyols
Proeto Detalhado ¢ |Projeto pdf HWAXNZ016 [ADRIAND MOTA Aceilo
Brochura 20018:20  JLOYOLA
| Investgador
TCLE ! Termos gde | TCLE potf 14122016 | ADRIAND MOTA Aceito
Assentimento / 2001707 JLOYOLA
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosio Folha_de_Rosio, pdl O W2016 |ADRIAMG MOTA Acein
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Anexo 6.2-Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU) (CAAE:
60858016.1.0000.5152, CEP-UFU #1.516.159) (Anexo x).

6.2.1Casuistica

Para esta pesquisa foram utilizadas 50 amostras de leucoplasia bucal e 15
casos de mucosa normal originados de margem de lesGes inerentes a mucosa.Os casos
foram levantados dos arquivos do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia (LPBMF-FOUFU), compreendendo
o periodo de 1994 a 2016.

Para os —casos foram coletados dados sociodemograficos e
clinicopatolégicos a saber: idade e sexo dos pacientes; localizagdo primaria e dimensao

das lesoes, tipo clinico, se houve transformacao maligna e se o paciente era fumante.

O Unico critério absoluto considerado para exclusao foi a auséncia de

material suficiente necessario a investigacao antigénica.
6.2.2Ensaios imunohistoquimicos

Foram feitos cortes de 3 pum a partir dos blocos parafinados, transferidos
para laminas polarizadas StarFrost® (Knittel Glaser, Brunsquive, BS, Alemanha) ou
silanizadas, conforme protocolo do LPBMF-FOUFU. Os ensaios imunohistoquimicos
foram desenvolvidos de acordo com protocolos pré-definidos pelo Laboratério,
descritos a seguir: primeiramente, para desparafinacdo, os cortes foram incubados no
primeiro banho de xilol (Synth, S§o Paulo, SP, Brasil) em estufa, a uma temperatura de
562C durante 30 minutos (min) e em seguida, durante 15 min no segundo banho de
xilol a temperatura ambiente. Posteriormente, seguiu-se a hidratacdo em sessbes
decrescentes de etanol: duas passagens em etanol 100%, uma passagem em etanol
95% e 80% respectivamente, num periodo de 5 min cada. Para remog¢ao do pigmento

formélico, as amostras ficaram imersas em solugdo de hidréxido de amonio a 10%
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(Synth) em etanol a 95% durante 10 min e apds essa etapa, foram feitas sete lavagens

em agua destilada.

Em seguida, procedeu-se ao resgate antigénico, para o qual as |aminas
foram imersas em solucdo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA, Amresco, Solon,
OH, EUA), a 1,0 mM, tamponado com hidréxido de sédio (pH 8,0), em um ciclo de 15
min & temperatura de 110C, em cadmara termopressurizada (Steamer — Biocare
Medical, Concord, CA, EUA). Apds resfriamento por 40 min, os cortes foram

submetidos a cinco banhos de agua destilada.

Para o bloqueio da atividade enddgena da biotina as [aminas foram imersas
durante 15 min 3 temperatura ambiente em solucdo preparada com duas claras de
ovos dissolvidas em 200 mL de agua deionizada e filtrada por trés vezes em gaze,
seguidos de 10 banhos em 3agua destilada. Ja o bloqueio da atividade endégena da
avidina, os cortes foram imersos por 15 min a temperatura ambiente em solucao
preparada com 30g de leite em pd desnatado (Itambé®, Sdo Paulo, SP, Brasil)
dissolvido em 180 ml de agua deionizada, seguido de dez banhos em agua destilada

(MILLER, et al, 1999).

Na etapa seguinte, o blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com a
imersao dos cortes em trés banhos de 10 min cada em solucdo de perdxido de
hidrogénio (Dinamica Quimica Contemporanea, S3o Paulo, Brasil) a 10 volumes,
seguidos por cinco banhos em agua destilada e posteriormente trés lavagens de cinco
min cada uma em solugdo tampdo tris (hidroximetil) aminometano hidrocloridrico

(Tris-HCI), 20 nM pH 7,4 (Amresco, Dallas, Texas, USA) a temperatura ambiente.

Os cortes foram inicialmente incubados a temperatura ambiente em
camara Umida, em solucdo bloqueadora de reacdes inespecificas a base de caseina
(Background Sniper, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 min. Posteriormente,
os anticorpos primarios foram diluidos em solucdo PBS-BSA (tampdo fosfato/soro
albumina bovina) na titulagdo previamente estabelecida em testes de padronizagdo:
diluicdo 1:2.000 para H3K9ac (Referéncia: ab32129), 1:20.000 para H4K12ac
(Referéncia: ab61238) e 1:500 para o Ki67 (Referéncia: ab16667), adicionados as
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laminas, que entdao foram incubadas e armazenadas por duas horas a temperatura
ambiente em cdmara Umida. Todos os anticorpos utilizados foram fornecidos pela
Abcam (Cambridge, Reino Unido). Para controle negativo omitiu-se os anticorpos

primarios na solucao de PBS-BSA.

Em seguida, os cortes foram desincubados e lavados em dois banhos de
solucdo de Tris-HCl por dois min cada. Entdo, foram incubados por 20 min hovamente
em camara Umida a temperatura ambiente, com sistema de amplificacao
estreptavidina-biotina-peroxidase (Trekkie Universal Link, Biocare Medical, Concord,
CA, EUA), que consiste em solucdo de anticorpo secundario biotinilado. Na sequéncia,

os cortes foram lavados por dois banhos em solugao de Tris-HCl durante dois min cada.

Adiante, seguiu-se a incubacdo em complexo terciario a base de
estreptavidina conjugada a peroxidase (Trekkie Avidin-HRP Label, Biocare Medical) por
dez min, em camara Umida, a temperatura ambiente. Sucessivamente, os mesmos

foram submetidos a duas lavagens em tampao Tris-HC| no periodo de dois min cada.

Para a revelacdo da reacdo utilizou-se substrato cromogénico 3.3’
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e perdxido de hidrogénio (Betazoid DAB
Chromogen Solution, Biocare Medical) por 5 min, seguido por lavagem em agua

corrente durante o mesmo tempo.

Para finalizar a reacdo, as laminas foram contracoradas com hematoxilina
de Harris, sequentemente lavadas em agua corrente, desidratadas em etanol 100% por
10 min, secas em estufa a 602C e montadas com laminulas de vidro em resina

histoldgica (Permount, Fisher Scientific International, Pittsburgh PA, EUA).
6.2.3Andlise de reatividade imunohistoquimica para H3K9ac e H4K12ac

Para a realizacdo da analise imuno-histoquimica da expressao de H3K9ac e
H4K12ac utilizou-se o software Image) (Image Processing and Analysis in Java, versdo
1.38e/Java 1.5.0_09) através da ferramenta que avalia o indice de absorbancia (IOD)

da imagem, o qual foi admitido como a relacdo entre intensidade e a area nuclear
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ocupada pela expressao colorimétrica do antigeno pesquisado. O I0D de cada caso

representou uma média dos valores obtidos para os campos avaliados.

Inicialmente, todas as laminas foram escaneadas em ampliacdo original de
200X, usando o Slide Scanner Aperio AT2 (Leica Biosystem Imaging, Inc., Nussoloch,
Germany) acoplado a um computador (Dell Precision T3600). Posteriormente, foi

entdo submetida a avaliacdo através do Image/ (Jensen et al, 2013) (Figura 1).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Dojald <4l +n Al @2z KU QW= @

Figura2- Tela inicial do Image/ contendo diferentes icones relativos as ferramentas
utilizadas em morfometria. (Fonte: https://imagej.nih.gov/ij/features.html).

6.2.4Calibragdio do Imagel para andlise morfométrica

Previamente a analise, procedeu-se a calibracdo dos parametros de
distancia e escala de cinza, indispensaveis para que todas as imagens tenham o mesmo

padrao de analise, seguindo-se o protocolo disponivel no site www.lmagel.inh.gov.

6.2.5Calibracdo da distdncia

A calibracao de distancia permite que se obtenha a informacdo sobre o
nimero de pixels presentes numa determinada area de valor conhecido. Este dado
permite estabelecer a relacdo entre intensidade de cor {marcacdo) e pixels avaliados,
visando dados proporcionais (relativos) para os casos sob analise. Para tanto, utilizou-

se a imagem de um caso, obedecendo as seguintes etapas:

1. Mensuracao do valor de pixels presentes em 200 um a partir da utilizacdo do icone
Straight line da barra de ferramenta, dispondo-a sobre a barra de medida em pum (200

um) presente na imagem (Figura 3);

2. Acessar na barra de ferramentas o icone Analyze e, em seguida, Set Scale,
possibilitando a abertura de janela para insercao dos dados relativos a distancia em

um: no caso distancia, 200 e unidade, um (Figura 4);
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3. Marcar o icone Global e OK, de forma que os dados fornecidos sejam aplicados a

todas as imagens abertas posteriormente.

é Image) — X
File Edit Image Process Analyze Flugins Window Help

Ojola|ofg | +n Ala 0|2z KU e |m = @] |
Straightline selection click for other types)

-

Figura3- Imagem aberta no Image/ utilizada para calibragdo. A seta branca indica o
icone pressionado na barra de ferramentas que permitira a insercao da linha sobre a
barra de medida em pum (200 um) presente na imagem (seta escura).

Set Scale X

Distance in Pixels: | 398 *
Known Distance: | 200 c]

Pixel AspectRatio. | 1.0
Unitof Length: |um 1]

Click to Remove Scale

Scale: 1,990 pixels/ium

OK Cancel

Figura 4-Janela de inser¢ao de dados para calibragao de dimensdo. O dado Distance in
Pixels (398) aparece automaticamente (*); na janela Known Distance devera ser
inserido o nimero 200 (seta branca) e na janela Unit of Length a unidade de medida

(um) (seta escura). Apds estes procedimentos, marcar a caixa de marcagao (checkbox)
Global.
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6.2.6Calibracdo da escala de cinza

Para a mensuracao de intensidade, o ImageJ trabalha com escala de cinza,
sendo dessa forma necessario fazer a conversao desses valores para os de absorbancia
(intensidade). Este procedimento foi realizado utilizando-se valores relativos a
intervalos de densidade de cinza, fornecidos por uma escala previamente calibrada

(Kodak n? 3, tutorial (https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html).

Para tanto, acessou-se na barra de ferramentas o icone Analyze e entao, Calibrate.
Deste ponto, selecionou-se a fungcao Rodbard e a unidade 10D, seguindo-se a insergao

de valores obtidos do site http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration (Figura

5). Este procedimento permite a construcdo de uma relacdo entre valores de pixel e

IOD traduzidos por uma curva exponencial (Figura6).

! Calibrate... X
Funchon Rodbard

Unt 10D

25238 1.0
|225 37 ).06
|101.67 02
154.70 0.34
12573 |0.49
101 15 1 R4
70.58 0.70
G192 094
482 1.1
a2 11.26
205 11.41
2219 158
17.87 7
|17 97 185
1409 |2.01
11.05 '£.16
ara 232
7.16 |2.46
- =4

rMpan Saun
¥ [Globai Cakbration;
oK ] Cancc|J

Figurab- Janela de insercdo de dados para calibragdo de absorbancia, relativos aos
valores de densidade de cinza. Selecionada a funcdo (Function) Rodbard e a unidade
IOD (Unit), com a inclusdo dos valores de densidades de cinza e absorbancia apds a
clicagem em Open. Na janela esquerda estdo os valores de cinza, e na janela direita os
valores de absorbancia correspondentes. A marcacao do checkbox Global Calibration
deve ser realizada para a producdo de uma curva de correlacdo entre |IOD e pixels.
(Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).
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Figura6- Curva de calibracdao obtida a partir dos valores da escala de cinza e |IOD
utilizadas na calibracdo. (Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

6.2.7Andlise das imagens

Foi realizada a selecdo de trés areas da amostra, sempre incluindo cinco
camadas de células partindo da camada basal para a espinhosa (Figura 7). Para isso
foram desenvolvidas os seguintes procedimentos:Através da ferramenta Freehand
Selection foi feita a selecdo das areas. As areas a serem analisadas foram entao
colocadas na ferramenta New /mage, o que possibilitou realizar a analise de forma

conjunta.

1. Foi realizada a deconvolugdo (imagem original é separada em dois matizes, o
da coloragdo pela Hematoxilina e o do DAB) da imagem e contagem dos
nlcleos na imagem original utilizando o programa, na opg¢do CellCounter(Figura
8).

2. Na imagem de DAB, foi aplicado Threshold para se ter a marcagao nuclear, e
assim obter a selecdo dos nlcleos.

3. Com isso, mais uma contagem foi realizada através da ferramenta Cell Counter,

para assim termos a relacdo percentual de nucleos imunorreativos (Figura 8).
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4. Para obtencdo da absorbancia de reatividade nuclear (IOD), clicou-se em
Analyze e em seguida Measure. Assim todos os nucleos selecionados foram
entao medidos simultaneamente, e os valores transferidos para a janela Results
do software. Os valores médios dos controles foram considerados como

parametros para estabelecimento de cut-off.

A
i

File Edit Image Frocess Analyze Flugins Window Help

Oozf@ <4+ Ala|®2z|K UL |Fw|=|@>

Figura7- Através da ferramenta indicada pela seta, foi feita a selegdao das areas
analisadas.
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Figura8- Contagem dos nucleos (A) Contagem dos nucleos na imagem original; (B)
Contagem dos nucleos na imagem de DAB apds a selecdo dos nlcleos com a
ferramenta Threshould.

6.2.8Estatistica

Os valores obtidos para os dados sociodemograficos e clinicopatoldgicos
serdao descritos a partir de estatistica descritiva utilizando-se de valores médios,

medianos e de percentuais.
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6.2.9Andlise dos dados

Para a realizacdo das analises estatisticas, as variaveis foram assim

categorizadas:
1. Idade: ndo idoso (<65 anos); idoso (> 65 anos);
2. Sexo: masculino; feminino;

3. Localizagdo: LS — lingua e soalho bucal; MJ — mucosa jugal; OL — outras localizacoes:

labio, palato, gengiva, rebordo alveolar, palato duro e mole;
4. Tipo Clinico: LBH, homogénea; LBNH, nao homogénea;

5. Tamanho: <200mm? e >200mm?;

6. Fumante: sim e nao;

7. Displasia: LBR, baixo risco; LAR, alto risco;

8. Transformacao malignha; sim e n3o.

A analise estatistica foi realizada utilizando- se de software GraphPad
Prism, versao 7.04 (GraphPad Software, Inc. San Diego, EUA). Inicialmente, os valores
obtidos para os diferentes grupos foram testados quanto a distribuicao gaussiana pelo
teste padrao do software (D’Agostino & Pearson). Para as avaliacdes comparativas dos
valores de percentagem de nucleos imunorreativos e de |OD obtidos entre dois grupos
representativos das variaveis definidas para os casos de LB (idade; sexo, localizacdo,
tipo clinico; tamanho; fumante; displasia, transformacdo) foi utilizado teste t de
Student para distribuicdo normal e U de Mann-Whitney para nao normal. Para o
estrato de localizacao foi utilizado Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. O teste de
correlacao de Spearman foi empregado para verificar a correlacao entre os valores de
percentagem de nlcleos imunorreativos e de |I0OD para as modificacoes de histonas e a
extens3ao de atividade proliferativa dada pelo percentual de positividade para Ki67.
Todos os testes foram realizados considerando intervalo de confianga de 95% (default

do software), sendo significativos os valores de p< 0,05.
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ANEXO 6.3- Resultados
6.3.1Dados sociodemograficos e clinicopatoldgicos

O presente estudo foi composto por 50 amostras de LB e 15 casos controle
de mucosa normal originados de margem de lesGes inerentes a mucosa. Os casos
foram diagnosticados em pacientes com média etaria de 54,08 12,9 (dp), em homens
com uma média de idade de 51,8 9,9 (dp) e mulheres de 57,3 15,8 (dp). A maioria
dos diagndsticos foi em homens (64,0%); sendo que mucosa jugal apresentou 40% e
lingua e assoalho 16%. Em relagdo ao tamanho, houve uma maior frequéncia nas
leucoplasias maiores que 200mm? (60%), com média de 3,51 cm (%2,226). A maioria
das LB (60%) mostrou-se como LBR, do tipo clinico homogéneo (56%), sendo que a
maior parte do total de pacientes era fumante (86%). A maioria dos casos nao
apresentaram transformacdo maligna (82%). As amostras de controle utilizadas sdo de
tecido normal provenientes de periferia de outras lesGes localizadas em mucosa de

bochecha, labio, assoalho, palato, rebordo alveolar.
6.3.2Analise e avaliacdao imuno-histoquimica
6.3.3Histona H3K9ac

A andlise das amostras controle para aH3K9ac, percebeu-se
imunorreatividade nuclear difusa por todas as camadas epiteliais ndo queratinizadas
gue visualmente mostraram-se com intensidade fraca. O percentual médio de nucleos
marcados foide 71,8 +22,4 (dp) variando de 7,8 a 90,5; em relacdo a absorbancia (I0D)
para reatividade nuclear, houve uma variacao de 34,7 a 719,4, com absorbancia média

de 417,8 £197,9 (dp).

Para as LB observou-se prevaléncia de imunomarcacdo nuclear de
intensidade fraca, também dispersa pelos diferentes estratos epiteliais nao
gueratinizados (Figura 9). Percebeu-se uma variacdo de valores de percentagem de
nucleos imunorreativos, compreendendo de 3,9 a 94,4 com uma mediana de 65,7. Em
relacdo a absorbancia da reatividade antigénica (IOD) houve uma variacdo de 19,1 a

1077 com média de 388,4 +212,1 (dp). Para nenhuma destas varidveis observou-se
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diferencas estatisticamente significativas entre as LB e osrespectivos controles (Figura

9).

B €

Figura 9-Imunorreatividade antigénica para H3K9ac no epitélio das mucosas incluidas
como grupos controle e leucoplasia. (A) Grupo controle com imunorreatividade
atenuada de H3K9ac e dispersa nas camadas do epitélio.Em (B) observamos a
imunorreatividade antigénica para H3K9ac em leucoplasias bucais; em (C), o mesmo
corte histolégico é mostrado apds a deconvolugcao da imagem em que temos apenas
os nucleos reativos para a referida modificacdo de histona.
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Figura 10: Comparagao dos valores percentuais de nucleos reativos e de intensidade
de reatividade entre o grupo controle com os casos de leucoplasias bucais referentes a
imunomarcacao de H3K9ac. (A) percentagem de nlcleos imunorreativos (teste U de
Mann-Whitney, p= 0,4658); (B) Intensidade de imunorreatividade em absorbéancia
(IOD) (teste t de Student, p= 0,6441).

Ao comparar os valores de percentagem de nucleos reativos e de
intensidade de absorbancia (IOD) ndo se observaram diferencas estatisticas
significantes entre as variaveis sociodemograficas e clinicopatoldgicas estudadas

(Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Comparagao dos valores de percentagem de nlcleos marcados de H3K9ac
nos casos de leucoplasia para as diferentes varidaveis sociodemograficas e
clinicopatoldgicas analisadas (A) Sexo (teste t de Student, p = 0,91); (B) Idade (teste t
de Student, p = 0,34); (C) Localizagdo: LS — lingua e soalho bucal; MJ — mucosa jugal; OL
— outras localizacbes: labio, palato, gengiva, rebordo alveolar, palato duro e mole
(ANOVA, p = 0,92); (D) Tipo clinico LBH, homogénea; LBNH, hdo homogénea (teste t de
Student, p = 0,45); (E) Tamanho (teste t de Student, p = 0,57); (F) Fumante (teste t de
Student, p = 0,82); (G) Displasia, LBR, baixo risco; LAR, alto risco (teste t de Student, p =
0,97); (H) Transformacdo maligna (teste t de Student, p = 0,87).
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Figura 12- Comparagao de valores de 10D para H3K9ac nos casos de leucoplasias
bucais para as diferentes varidveis sociodemograficas e clinicopatoldgicas analisadas.
(A) Sexo (teste t de Student, p =0,94); (B) Idade (teste t de Student, p = 0,85); (C)
Localizacao: LS — lingua e soalho bucal; MJ — mucosa jugal; OL — outras localizacOes:
labio, palato, gengiva, rebordo alveolar, palato duro e mole (ANOVA, p =0,28); (D) Tipo
Clinico: LBH, homogénea; LBNH, ndo homogénea (teste U de Mann-Whitney, p = 0,82)
(E) Tamanho (teste t de Student, p = 0,81) (F) Fumante (teste t de Student, p = 0,34) (G)
Displasia, LBR, baixo risco; LAR, alto risco (teste t de Student, p = 0,63); (H)
Transformacao maligha (teste U de Mann-Whitney, p = 0,55).
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6.3.4Histona H4K12ac

Para o grupo controle a histona H4K12ac apresentouimunorreatividade
nuclear visualmente difusa, porém mais intensa quando comparado a histona H3K9ac,
notada em todos os estratos epiteliais ndo queratinizados. A absorbancia media para a
reatividade nuclear (IOD) foi de 941,6 +410,7 (dp), enquanto para percentagem de
nucleos marcados a mediana foi de 66,6.Para H4K12ac, foi identificada uma variacao
de area percentual nos controles de 34,1 a 90,6 com média de 65,3 13,7 (dp) (Figura

8).

A imunorreatividade paraH4K12ac na LB apresentou marcacdo forte,
compreendendo toda a espessura do epitélio, excetuando-se as camadas mais
superficiais: granulosa e cdrnea. (Figura 13). Foi identificada uma variacdo de
percentual de nicleos marcados de 35,44 a 91,9 com média de 74,94 £12,8 (dp). Em
relacdo a absorbancia de reatividade nuclear, observaram- se |I0D que variaram de
230,1 a 2006,0, com mediana de 536,3. Perceberam-se diferencas para percentual de
nlcleos marcados e absorbancia de imunorreatividade nuclear em relacdo aos

controles, que se mostraram estatisticamente significativas (Figura 13 e 14).
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B C

Figura 13-Imunorreatividade antigénica para H4K12ac no epitélio das mucosas
incluidas como grupos controle e leucoplasia. (A) Grupo controle com
imunorreatividade atenuada de H4K12ac se observa marcacgao intensa e dispersa pelas
camadas epiteliais.Em (B) e (C) temos a imunorreatividade antigénica para H4K12ac
em leucoplasias bucais. Em (B) a seccdo tecidual da leucoplasia original demonstrando
as marcagdes nucleares em toda a espessura do epitélio; em (C) aspecto histolégico
apds deconvolugdo da imagem, onde sé aparecem os nucleos marcados.{faumento
original de 200x, estreptavidina-biotina, contracoradas por hematoxilina de Harris).

75



100 I I 2500
@ [ ]
°
> 801 -5 ] 2000 ]
. es® T
- o . L E1500 : "
60 "] [ ] n [ L] u
@ u = [
° _.I.._ L] L] z
° 2
= a [ ] [ ]
S 40+ 1000
s ] ° * Ny, m
3 . mggmt
©
500
s 204 . - -]
N ® L] 1] L
S
0 T T ° ' '
e
K] o
& LB 8 LB
0(\ QQ
o o

Figura 14- Comparagao dos valores encontrados para a reatividade antigénica entra a
amostra controle e de leucoplasias bucais. (A) Percentagem de area dos nucleos
imunorreativos (teste t de Student, p = 0,02); (B) Intensidade de marcacdo por IOD
(teste U de Mann-Whitney, p = 0,007). *Diferencas estatisticamente significativas.

Ao analisar os valores das percentagens de nulcleos marcados para os
grupos de variaveis sociodemograficas e clinicopatoldgicas estratificadas, observou-se
gue houve diferenca estatisticamente significativa apenas para a localizagdo das
lesBes. A diferenca ocorreu entre os valores para lingua/soalho e outra localizacBes

(Figura 15).
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Figura 15- Comparacao dos valores de percentagem de nucleos imunorreativos para
H4K12ac nos casos de leucoplasia para os diferentes estratos das variaveis
sociodemograficas e clinicopatoldgicas analisadas (A) Sexo: (teste t de Student, p =
0,83); (B) Idade (teste t de Student, p = 0,32); (C) Localizacdo: LS — lingua e soalho
bucal; MJ — mucosa jugal; OL — outras localizagoes: labio, palato, gengiva, rebordo
alveolar, palato duro e mole (teste de Kruskal-Wallis, pbs- teste de Dunn, p = 0,04)*;
(D) Tipo clinico (teste U de Mann-Whitney, p = 0,31) (E) Tamanho (teste t de Student,
p=0,28) (F) Fumante (teste U de Mann-Whitney, p = 0,57) (G) Displasia, LBR, baixo
risco; LAR, alto risco (teste t de Student, p = 0,34); (H) Transformacdo (teste t de
Student, p = 0,57). *Diferencas estatisticamente significativas.
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A comparacdo dos valores de absorbancia (IOD) da reatividade nuclear
para H4K12ac considerando os estratos das varidveis sociodemograficos e
clinicopatolégicas dos casos de LB esta representada na figura 16, para nenhuma das

variaveis ndo houve diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 16- Comparacgao dos valores de absorbancia da reatividade nuclear (IOD) para
H4K12ac nos casos de leucoplasia para os diferentes estratos das variaveis
sociodemograficas e clinicopatoldgicas analisadas (A) Sexo: (teste U de Mann-Whitney,
p= 0,31); (B) Idade (teste U de Mann-Whitney, p = 0,70); (C) Localizacdo: L/S — lingua e
soalho bucal; MJ — mucosa jugal; OL — outras localizacdes (teste de Kruskal-Wallis, p =
0,20); (D) Tipo Clinico: LBH, homogenia; LBNH, n3o homogenia; (teste U de Mann-
Whitney, p = 0,74) (E) Tamanho (teste U de Mann-Whitney, p = 0,64) (F) Fumante
(teste U de Mann-Whitney, p = 0,98) (G) Displasia, LBR, baixo risco; LAR, alto risco
(teste U de Mann-Whitney, p = 0,21); (H) Transformacao (teste U de Mann-Whitney, p
=0,67).
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As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados dos testes de associacao entre as
diferentes variaveis estudadas e os valores dos percentuais de nucleos imunorreativos
e de intensidades de reatividade antigénica nuclear, obtidos a partir de cut-offs
previamente determinados. Pode- se perceber que nenhuma associacao foi observada

entre as MPTH e as variaveis estudadas para os casos de LB.
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Tabela 1 - Associagdo entre diferentes estratos categorias das varidveis
sociodemograficas e clinicopatolégicas dos casos de leucoplasias bucais e as
modificacdes transcricionais de histonas estudadas, segundo os percentuais de
reatividade antigénica nuclear obtidos.

H3K9ac H4K12ac
Variaveis n..casos’ p? p?
ALTA? BAIXA? ALTA3 BAIXA3
Sexo
Masculino 30 15 15 23 7
1,0 1,0
Feminino 20 10 10 15 5
Idade
<65 anos 46 22 24 35 11
0,11 0,56
> 65 anos 4 4 0 4 0
Exposigio ao fumo
Sim 42 21 21 34 9
1,0 0,33
Néo 7 4 3 4 3
Dimenséio
<200m? 20 9 11 14 6
0,77 0,50
>200m? 30 16 14 24 6
Localizagao*
Lingua/soalho 8 2 6 4 4
Mucosa de bochecha 20 1M 9 0,30 15 5 0,12
Outras localizagbes 22 12 10 19 3
Displasia*
Alto Risco 9 5 4 7 2
1,0 1,0
Baixo Risco 41 20 21 29 12
Tipo clinico
Homogénea 28 12 16 20 8
0,39 0,51
N&o homogénea 22 13 9 18 4
Transformagao malignha
Sim 9 4 5 8 1
1,0 0,41
Néo 41 21 20 29 12

1 — nUmero de casos; 2 — altos e baixos niveis de percentagem de nucleos
imunorreativos, cut-off para H3K9ac = 65,8, alto: > 65,8; baixo: < 65,8; 3— altos e baixos
niveis de percentagem de nulcleos imunorreativos, cut-off para H4K12ac = 65,2, alto: >
65,2; baixo: < 65,2; 4 — valor de p para os testes estatisticos empregados: teste do Qui-
quadrado (*) e teste exato de Fisher, com intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 2 — Associagdo entre diferentes categorias das variaveis sociodemograficas e
clinicopatolégicas dos casos de leucoplasias bucais e as modificagbes transcricionais de
histonas estudadas, segundo os valores de absorbancia para as reatividades nucleares
obtidas.

H3K9ac H4K12ac
Variaveis n..casos’ p4 p4
ALTA? BAIXA? ALTA3® BAIXA3
Sexo
Masculino 30 14 16 3 27
1,0 1,0
Feminino 20 10 10 2 18
Idade
<65 anos 46 20 26 5 41
0,32 1,0
> 65 anos 4 3 1 0 4
Exposigio ao fumo
Sim 43 18 25 5 38
0,68 1,0
Néo 7 4 3 1 6
Dimenséio
<200m? 20 10 10 3 17
0,49 0,67
>200m? 30 12 18 3 27
Localizagao*
Lingua/soalho 8 2 6 0 8
Mucosa de bochecha 20 10 10 0,48 4 16 0,39
Outras localizagbes 20 10 12 3 19
Displasia*
Alto Risco 9 5 4 2 7
0,48 0,29
Baixo Risco 41 17 24 4 37
Tipo clinico
Homogénea 28 12 16 3 25
1,0 1,0
N&o homogénea 22 9 13 3 19
Transformagao malignha
Sim 9 3 6 2 7
0,71 0,21
Néo 41 19 22 3 38

1 — ndmero de casos; 2 — altos e baixos valores de absorbancia (IOD) para os nucleos
imunorreativos, cut-off para H3K9ac = 417,8, alto: > 417,8; baixo: < 417,8; 3— altos e
baixos valores de absorbancia (IOD) para os nucleos imunorreativos, cut-off para
H4K12ac = 941,6, alto: > 941,6; baixo: < 941,6; 4 — valor de p para os testes estatisticos
empregados: teste do Qui-quadrado (*) e teste exato de Fisher, com intervalo de
confianga de 95%.
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6.3.5Correlagéio entre MPTH e Ki67
5.3.6Ki67

Para Ki67, foi identificada uma variacdo de area percentual nos controles
de 5,6 a 57,2 com média de 24,44 +14,73 (dp), enquanto para as LB de 7,9 a 55,8 com
média de 30,34 +12,1 (dp).Pode-se observar uma maior atividade proliferativa nas LB
comparativamente aos controles, embora nao tenha sido identificada diferenca

estatisticamente significativa (Figura 17).

801
a
=
=
Z oo .
5
“
° -
2 40 ®
= ole
3 ole
:
o 20" [ XY ]
e
® LY

Figural7-Comparagao dos valores de percentagem de nlcleos imunorreativos para
Ki67 nos casos de leucoplasia(teste t de Student, p = 0,13).

Os dados plotados na Figura 18mostram a relacdo entre os valores de
percentual de nlcleos imunorreativos e de absorbancia de imunorreatividade nuclear
(10) e os valores de Ki67 para as LB. Percebe-se uma relacdo positiva e mais expressiva,
embora moderada, entre percentual de nlcleos reativos para H3K9ac e Ki67,
estatisticamente significativa. Relacdo positiva e estatisticamente significativa também
foi observada entre os valores de absorbancia de reatividade nuclear para as duas

modificacdes de histonas estudadas e Kli67.
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Figura 18- Correlagdo entre a percentagem das modificagcdes de histonas e niveis de
absorbancia de reatividade para H3K9ac e H4Kl1l2ac e a extensao da atividade
proliferativa a partir de valores obtidos de imunorreatividade para Ki67. (A) Correlacdo
entre percentual de nucleos reativos para H3K9ac e Ki67 (r = 0,28, p< 0,0001). (B)
Correlacdo entre percentual de nucleos reativos para H4K12ac e Ki67 (r = 0,008, p =
0,5). (C) Correlacdo entre niveis de absorbancia de reatividade nuclear para H3K9ac e
Ki67 (r = 0,47, p = 0,0007); (D) Correlacdo entre niveis de absorbancia de reatividade

nuclear para H4K12ac e Ki67 {r = 0,43, p = 0,002).

84




