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RESUMO

Alteragdes epigenéticas, como metilagdo do DNA, microRNAs e modificacdes pds-
traducionais (MPT) de histonas tem sido alvo de grande estudo para as mais diversas doengas,
inclusive o cancer, uma vez que estdo envolvidas no controle de expressdo génica.
Modificag¢des pos-traducionais de histonas (MPTH) controlam o acesso da cromatina aos mais
diversos fatores de transcri¢do ¢ modulam assim a expressao e o silenciamento dos genes, e
portanto, alteragdes em suas expressdes contribuem para o aparecimento de tumores. Este
trabalho teve como objetivo obter dados sobre a presenca de MPTH, em especial acetilagdo,
em dois dos mais frequentes tumores malignos de glandulas salivares que possuem
similaridades morfohistogenéticas, mas comportamentos distintos: o adenocarcinoma
polimorfo (ACP) e o carcinoma adenoide cistico (CAC). Para isso, avaliamos por
imunohistoquimica a expressdo de H3K9ac e H4K12ac em 29 casos de ACP e 38 de CAC,
tendo como referéncia de sua expressdo em amostras teciduais glandulares ndo neoplasicas,
admitidamente normais. Para tanto, foi construido um indice traduzisse intensidade de
absorbancia por area nuclear do parénquima tumoral, designada IOD. As analises mostraram
que valores de IOD para H3K9ac foram significativamente diferentes entre ACP (média:
0,144; DP: £ 0,08) para o controle e CAC (média: 0,27; DP: £ 0,07) (p < 0,05). Ja os valores
de 10D obtidos para H4K12ac apresentaram diferencas estatisticamente significativas tanto
para o ACP (média: 0,114; DP: £ 0,06) como para o CAC (média: 0,115; DP: £ 0,06)
comparado aos controles (p < 0,05). Quando os valores de IOD para H3K9ac e H4K12ac
foram analisados segundo estratificacdes predefinidas das varidveis clinicopatologicas, as
diferencas significativas foram observadas para os casos recidivantes, que apresentaram
valores menores de IOD para H3K9ac em relacdo aos ndo recidivantes (p = 0,02). Para
H4K12ac, portadores de metastase do grupo de CAC apresentaram valores maiores em
relacdo aos ndo metastaticos (p = 0,04). Nao encontramos correlagdo entre H3KO9ac e
H4K12ac com a proliferagdo celular (Ki67). Conclui-se que variacdes de expressdo nessas
modificagdes podem contribuir para o surgimento desses tumores. Os resultados apontam
para a possiblidade de fendmenos de acetilagdo influenciarem no comportamento do tumor.

Todavia, os resultados obtidos necessitam de maior consisténcia para sua confirmacao.

Palavras-chave: epigenética, modificagdes de histona, adenocarcinoma polimorfo, carcinoma

adenoide cistico.



ABSTRACT

Epigenetic changes such as DNA methylation, microRNAs, and post-translational
modifications (PTM) of histones have been the subject of major study for a variety of
diseases, including cancer, since they are involved in the control of gene expression. Histone
post-translational modifications control chromatin access to the most diverse transcription
factors and thus modulate gene expression and silencing, therefore, changes in these
modifications contribute to the appearance of tumors. The aim of this study was to obtain data
on the presence of PTM, especially acetylation, in two of the most common malignant tumors
of salivary glands that have morphohistogenetic similarities, but different behaviors:
polymorphous adenocarcinoma (PAC) and adenoid cystic carcinoma (ACC). For this, we
evaluated by immunohistochemistry the expression of H3K9ac and H4K12ac in 29 cases of
PAC and 38 of ACC, with reference to its expression in admittedly normal non-neoplastic
glandular tissue samples. For this, an index was constructed to translate absorbance intensity
by nuclear area of the tumor parenchyma, called IOD. The analysis showed that IOD values
for H3K9ac were significantly different between PAC (mean: 0.144; SD: + 0.08) for the
control and ACC (mean: 0.27, SD: £ 0.07) (p < 0.05). On the other hand, the values of IOD
obtained for H4K12ac showed statistically significant differences for the PAC (mean: 0.114,
SD: + 0.06) and for the ACC (mean: 0.115, SD: £ 0.06) compared to controls (p < 0.05).
When 10D values for H3K9ac and H4Kl12ac were analyzed according to predefined
stratifications of clinicopathological variables, significant differences were observed for
recurrent cases, which presented lower IOD values for H3K9ac than non-recurrent ones (p =
0.02). For H4K12ac, carriers of metastasis in the ACC group presented higher values than
non-metastatic (p = 0.04). We found no correlation between H3K9ac and H4K12ac with cell
proliferation (Ki67). It is concluded that variations in expression of these modifications may
contribute to the appearance of these tumors. The results also point to the possibility that
acetylation phenomena influence the behavior of the tumor. However, the results obtained

require more consistency for its confirmation.

Keywords: epigenetics, histone modifications, polymorphous adenocarcinoma, adenoid

cystic carcinoma.
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1. INTRODUCAO

A epigenética ¢ atualmente definida como estudo de mudangas hereditirias em
expressao génica, que ocorre independentemente das alteracdes na sequéncia primaria do
DNA (KHAN; REDDY; GUPTA, 2015). Seu estudo tem mostrado novas possibilidades de
entendimento da ativacdo, da transcrigdo e do silenciamento génico. Os mecanismos
epigenéticos incluem metilagdo de DNA, microRNA e modificagdes pds-traducionais de
histonas (MPTH). Sendo consideradas reversiveis, aparecem como alvos de estudos na
prevencdo, controle e tratamento do cancer (SIDOLI; CHENG; JENSEN, 2012;
MORADIAN; KALLIL; SWEREDOSKI, 2014; BAYAT et al., 2017).

As proteinas histonas s3o os principais componentes da cromatina ¢ formam o
esqueleto nucleossdmico na compactagdo do DNA (MORADIAN; KALLIL; SWEREDOSKI,
2014; FINNERTY et al., 2017). Cada uma das histonas possui uma "cauda" amino-terminal
de aminodcidos que estdo sujeitas a diferentes tipos de modificacdes covalentes, como
fosforilagdo, acetilagdo, ubiquitina¢ao e metilagdo, que controlam a condensacao da cromatina
(ALBERTS et al, 2010; HAN; KOC; COC, 2014).

As consequéncias funcionais destas modificagdes podem provocar alteracdes
estruturais da cromatina e/ou servir para incluir ou excluir complexos proteicos de entrarem
em contato com o DNA, influenciando assim o padrdo de transcri¢do dos genes, alterando a
sua atividade e, provavelmente, contribuindo para o desenvolvimento e progressdo da
tumorigénese (CHERVONA; COSTA, 2012; HAN; KOC; COC, 2014). Sua participagdao tem
sido evidenciada em varios fendmenos da biologia celular tumoral, incluindo a proliferacao
celular, a diferenciacdo e a apoptose, podendo também ter importancia no diagndstico e na
elaboragdo do prognostico das doencas (XIA et al., 2013). Modificagdes de histonas t€ém sido
associadas a diferentes tipos de canceres, como cancer hepatico, mama, ovario, prostata,
esofago, colorretal, rim, pulmdo, pancreas e mieloma (KHAN; REDDY; GUPTA, 2015).
Estes estudos tém sugerido ou identificado a participacdo das MPTH na tumorigénese, ndo sé
como um fendmeno da patogenia, como também como marcador de diagnostico, de evolugao
da doenga e, portanto, de prognostico.

Os tumores de glandulas salivares (TGSs) sdo incomuns, representando menos de

5% de todos os canceres de cabecga e pescogco (EL-NAGGAR et al., 2017). Em geral, sdo
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caracterizados por crescimento lento, recorréncias locais multiplas e curso clinico prolongado,
muitas vezes com o desenvolvimento tardio de metastase regional e a distancia. Embora
incomuns, variam consideravelmente em seus padrdes histologicos € comportamentais
(LAGHA et al., 2012). Chama atencdo a sua complexidade histologica que em varias
situacdes dificultam a distingdo clara das diferentes entidades nosoldgicas. Isto tem
implicacdo direta na compreensdo do seu comportamento e, por consequéncia, no
estabelecimento de terapéuticas especificas, mais eficientes. Nese sentido, o estabelecimento
do diagndstico preciso da lesdo continua a estimular os patologistas na procura de testes
auxiliares com vistas a identificacdo de marcadores, sejam morfologicos, histoquimicos,
imuno-histoquimicos ou moleculares para este fim (SKALOVA et al., 2017). Dentre os
diversos TGSs malignos, o adenocarcinoma polimorfo (ACP) e o carcinoma adenoide cistico
(CAC) se destacam pela sua frequéncia, similaridade morfogenética, variando, contudo, no
seu comportamento e prognostico (EL-NAGGAR et al., 2017).

As informagdes sobre a participacdo de fendmenos epigenéticos na patogenia das
neoplasias salivares e seu significado para o desenvolvimento e progressao nessas lesoes
ainda ndo sao bem compreendidos (WAGNER et al., 2017). Uma vez que as modifica¢des de
histonas tém sido encontradas em diversos tumores e, levando-se em considera¢do que elas
podem ser reversiveis, o conhecimento de sua participagdo na oncogénese potencializa a
perspectiva da constru¢do de abordagens terapéuticas alternativas mais eficientes, ou mesmo
complementares aquelas classicamente ja utilizadas. Nesta linha de pensamento, o presente
trabalho objetiva identificar alteragdes de histonas nos tumores ACP e CAC, na perspectiva
de contribuir para compreensdo da patogenia destes tumores, investigando
concomitantemente seu potencial uso como marcador de seu diagndstico e comportamento

biologico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para a revisdo bibliografica utilizou-se como fonte de pesquisa no Banco de Dados
do US National Library of Medicine  National Institutes of  Health

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), considerando as seguintes palavras chaves

diversamente cruzadas: salivary gland tumor, adenoid cystic carcinoma, low-grade
polymorphous adenocarcinoma, epigenetic, histone, histone modification, histone acetylation,
histone methylation, H3K9ac, H4K12ac, tumors and histone, cancer and histone (Periodo das

publicacdes: 1983 a 2018).

2.1 Tumores de glandulas salivares

Os TGSs constituem um grupo heterogéneo de neoplasias benignas e malignas
relativamente a morfologia e ao comportamento biologico. Destaca-se, assim, pela
sobreposicdo de padrdes morfoldgicos evidentes em lesdes de natureza e comportamento
bioldgico distintos (SPEIGHT; BARRET, 2009; DAS; SAHA; SATYANARAYANA, 2016).
Soma-se a isto a existéncia de tumores hibridos e de colisdao que dao maior complexidade as
tentativas de individualiza¢do nosoldgica. Estes dados, potencializados pela sua raridade —
menos de 5,0 % dos tumores de cabeca e pescoco —, mostram que diagndstico e tratamento
ainda persistem como um desafio clinicopatoldgico a superar (BARNES et al., 2005).

A tumorigénese envolvendo o parénquima das glandulas salivares permanece ainda
elusiva. Enquanto a maioria dos outros tipos de cancer de cabeca e pescogo estd fortemente
relacionada ao tabagismo e ao consumo de alcool, estes parecem ndo desempenhar um papel
central na tumorigénese glandular (TO et al., 2012; EL-NAGGAR et al, 2017). Alguns
possiveis fatores de risco incluem a submissao a terapia para outros tipos de cancer de cabega
e pescogo, radiacdo, histérico familiar de cancer, infec¢do pelo virus Epstein-Barr e
imunossupressdao (TO et al.,, 2012). Contudo, os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento de TGS ainda nao sao claros (ANDISHEH-TADBIR et al., 2016).

A maioria (70%) dos tumores das glandulas salivares ¢ de origem epitelial,
originando-se nas glandula parotidas, e os outros surgem nas glandulas salivares menores

(22%) e glandulas submandibulares (8%) (SOLANKI, 2011). A maior parte das lesdes ¢
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benigna, sendo o tumor mais frequentemente encontrado o adenoma pleomorfico; para as
neoplasias malignas, destacam-se o ACP, CAC e o carcinoma mucoepidermoide (EVESON et
al., 2011).

Para a avaliacdo do comportamento bioldgico das neoplasias e progndstico do
paciente, principalmente para tumores malignos, algumas variaveis tém sido consideradas
importantes como: sintomatologia dolorosa, possibilidade de propagacao neoplésica peri ou
intraneural; presenca de metastases regionais linfaticas e a distancia; comprometimento
marginal ap6s o tratamento cirirgico; dimensdo tumoral, gradacao histologica, estadiamento
clinico, este de maior valor do que a histologia e grau de malignidade (SPEIGHT;
BARRETT, 2009). O antigeno Ki-67, proteina expressa durante todas as fases ativas do ciclo
celular e ausentes em células de repouso, ¢ o mais forte preditor negativo no cancer de
glandula salivar, uma vez que reage apenas com células em proliferagdo
(NAMBOODIRIPAD, 2014; LARSEN et al., 2012).

A escolha do procedimento terapéutico para TGS ¢é baseada na avaliagdo clinica
(estadiamento clinico da lesdo), complementada pela utilizagdo de métodos imagioldgicos:
ultra-sonografia, tomografia computadorizada, ressonancia magnética e pela analise citologica
do material obtido por aspiracdo de agulha fina (AFN), guiada ou ndo por ultrassom (USG-
AFN), e pelo exame anatomopatoldgico (ISRAEL et al., 2017).

O tratamento preferencial € cirurgico; para alguns casos de neoplasia maligna, a
complementacao ¢ feita com radioterapia (RT) adjuvante (tumor de alto grau ou em estagio
avancado, invasdo perineural ou linfovascular, margens de ressec¢do positivas, extensao
extra-parotida ou envolvimento nodular linfatico) e quimioterapico para casos com metastases
distantes (ISRAEL et al., 2017).

Dois dos mais importantes canceres de glandulas salivares, tanto em glandulas
maiores quanto menores, sio ACP e o CAC. No passado, e ainda hoje, podem ser alvos de
diagndstico equivocado, tendo em vista sua semelhanca morfologica. Este contexto da
margem a possiveis equivocos terapéuticos, com repercussoes negativas diretas e indiretas
sobre o prognostico do paciente (CHATURA, 2015). Varias tentativas tém sido conduzidas
no sentido de entender a sua patogenia, na identificagdo de marcadores diagnosticos e

progndsticos especificos para estas lesdes.
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2.1.1 Adenocarcinoma polimorfo

O atualmente designado adenocarcinoma polimorfo (ACP) foi inicialmente
identificado com a denominag¢ao adenocarcinoma do ducto terminal, adenocarcinoma lobular,
adenocarcinoma cribriforme e adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade
(BATSAKIS et al., 1983; FREEDMAN; LUMMERMAN, 1983; EVANS; BATSAKIS, 1984;
BARNES et al., 2005; FONSECA et al.,, 2017). Embora seja uma das neoplasias mais
frequentes das glandulas salivares, ainda permanece como uma lesdo mal compreendida,
subdiagnosticada, controversa na nomenclatura e imprevisivel no comportamento (ARAUJO
et al., 2013; CHATURA, 2015; FONSECA et al., 2017).

O ACP ¢ um tumor epitelial maligno caracterizado pela uniformidade citologica,
diversidade morfologica, padrao de crescimento infiltrativo, podendo ocorrer neurotropismo,
com invasao perineural, identificada em cerca de 30% dos casos (CASTLE et al., 1999;
ARAUIJO et al., 1999; LUNA; WENIG, 2005; PALERI; ROBINSON; BRADLEY, 2008;
KRISHNAMURTHY; VAIDHYANATHAN; MAJHI, 2011; CHATURA, 2015). A dificuldade
diagndstica deve-se principalmente a heterogeneidade morfoldgica, tendo em vista aspectos
histopatologicos que se assemelham aqueles encontrados em outras neoplasias de glandulas
salivares, como o adenoma pleomorfo e o CAC (SPEIGHT; BARRETT, 2009; OLUSANYA
etal., 2011).

A maioria das lesdes ¢ diagnosticada acima da sexta década de vida, com raros casos
em criangas, sendo o sexo feminino mais acometido (OLUSANYA et al., 2011). Apresentam-
se clinicamente como noédulos firmes e fixos, ndo ulcerados, geralmente assintomaticos
(CASTLE et al., 1999; SCHEETALA et al., 2010; SCHEETALA, 2011). Mortes atribuidas ao
tumor sdo incomuns, € ocorreram apoOs periodos prolongados (LUNA; WENIG, 2005).
Embora possuam um comportamento menos agressivo, recidivas e metastases tém sido
relatados em até aproximadamente 30% e 15% dos casos (KIMPLE et al., 2014; PATEL et
al.,, 2015). Em fun¢do do comportamento recidivante e metastatico, e da possibilidade ja
identificada de transformacao em alto grau, a OMS recentemente retirou o termo “baixo grau”
de sua designacao (LLORETA et al., 1995; PEREZ-ORDONEZ; LINKOY; HUVOS, 1998;
PELKEY; MILL, 1999; SIMPSON et al., 2002; FONSECA et al., 2017). Nao obstante,
Elhakim et al. (2016), analisaram dados de 73 pacientes diagnosticados com ACP, no periodo

de 1990 a 2005, encontrando como percentagens para sobrevivéncia global, sobrevivéncia
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especifica da doenga e sobrevivéncia livre de recorréncia, respectivamente: 73%, 99% e 83%,
demonstrando que esse tumor apresenta um bom progndstico.

O tratamento primario de escolha ¢ a excisdo das lesdes com margem de seguranca,
podendo ser complementada por radioterapia e quimioterapia (DE ARRUDA et al., 2010).
Existem fatores que acabam por contribuir de forma desfavoravel a progressdo clinica da
doenca como: margem cirtrgica positiva, repetidas intervengdes cirargicas, exposicdo a

radiacdo, duragdo prolongada e ocorréncia em pacientes jovens (OLUSANYA et al., 2011).

2.1.2 Carcinoma adenoide cistico

A OMS tem definido o carcinoma adenoide cistico como um tumor basaloide
composto por células epiteliais e mioepiteliais em configuracdes morfoldgicas variaveis,
incluindo os padrdes tubular, cribriforme e s6lido (EL-NAGGAR et al., 2017).

O CAC ¢ a segunda neoplasia maligna mais freqliente das glandulas salivares,
representando mais de 20% delas, sendo o segundo tipo de cancer mais comum das glandulas
pardtidas, ocorrendo em 7% a 18% dos casos. Nas glandulas salivares menores, alterna com o
ACP como sendo uma das duas neoplasias malignas mais diagnosticadas (aproximadamente
22%) (YARBROUGH et al., 2016).

O CAC se expressa clinicamente com aumento de volume assintomatico,
crescimento lento, com maior frequéncia no sexo masculino, em pacientes acima da sexta
década de vida. Sintomatologia dolorosa, ulceracdo, reabsor¢ao dssea e linfadenopatia podem
ser mais usualmente descritas para estas lesdes, em especial para as localizadas nas glandulas
salivares menores (LOYOLA et al., 1995).

O CAC se apresenta histologicamente em trés padrdes de crescimento distintos
denominados como cribriformes, tubulares e sélidos, que em maior ou menor grau se
sobrepdem. O padrdo mais tipico ¢ o cribriforme, composto por ilhas de células basaloides
cercadas por espacos de aspecto cistico de tamanho varidvel que nao representam lumens
glandulares, sendo contiguos com o estroma circundante. Estruturas tubulares verdadeiras,
com células cuboidais luminais, estdo tipicamente espalhadas ao longo do tumor. O padrao
tubular se assemelha ao cribiforme, mas com as células tumorais dispostas em tibulos
contornados por uma ou duas camadas de células mioepiteliais, imersos em quantidades

variaveis de estroma eosinofilico, muitas vezes hialino. J& o subtipo histologico s6lido, mostra
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agregados de células basaloides sem tibulos nem formagdes pseudociticas, podendo se
encontrar figuras de mitose e necrose (DILLON et al., 2011).

Este tumor foi descrito como "um dos tumores biologicamente mais destrutivos e
imprevisiveis da cabega e do pescoco" (COCA-PELAZ et al., 2015). Possui alta incidéncia de
invasdo perineural, metastases regionais incomuns e recorréncia local frequente. As
metastases hematogénicas sao mais comuns que as linfonodais, atingindo principalmente
pulmao, osso e figado (HUANG et al., 1997; SANTIAGO et al., 2005).

Van Weert et al. (2013) analisaram a sobrevida global de 105 pacientes entre o
periodo de 1979 a 2009, e encontraram taxas de sobrevida de 68%, 52% e 28%
respectivamente em 5, 10 e 20 anos. J4 no trabalho de Huang et al. (1997), as taxas foram as
seguintes: 63,7% apds 5 anos, 37,4% apods 10 anos, 24,5% apds 15 anos. Ambos os trabalhos
mostram que a taxa de sobrevida diminui com o passar dos anos. Zhang et al. (2013)
afirmaram que o padrdo histolégico solido, estagio avancado, recorréncia local, margens
comprometidas, invasdo perineural, metastases e idade dos pacientes apresentaram papel
significativo na determinacdo da sobrevida.

A expressdo aumentada do marcador de proliferagdao celular Ki-67 ¢ vista com
quantidades crescentes de componente so6lido e mostrou-se correlacionado com pior
prognodstico. Assim, pode ser um complemento util na atribui¢do de grau e progndstico
tumoral (JASO; MALHOTRA, 2011).

O tratamento do CAC consiste em remocdo cirirgica, quase sempre seguida de
radioterapia poOs-operatdria, uma vez que ¢ frequente a invasdo perineural e a presenca de
margens cirurgicas positivas (VAN WEERT et al., 2005). Embora a resseccao total com
margens cirurgicas livres seja geralmente possivel, as recidivas locais tardias podem ocorrer
mesmo apds uma ressecc¢do radical e terapia de radia¢do adjuvante (WYSOCKI et al., 2016).

A radioterapia tem sido indicada para portadores de tumores irressecaveis (JE et al.,
2017). Para os portadores de metastase, os cuidados a serem adotados sdo paliativos, tendo em

vista que a quimioterapia parece ineficaz (COCA-PELAZ et al., 2015).

2.2 Epigenética

A epigenética ¢ o estudo de fendtipos herdados, que ndo sdo codificados pela

sequéncia de DNA, referindo-se as alteragdes na metilagio do DNA, microRNAs,
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modificagdes pos-traducionais das histonas (MPTH) e outros elementos da cromatina que
podem alterar a expressao génica (CHERVONA; COSTA, 2012). Fenomenos epigenéticos
influenciam na fisiologia celular nos organismos multicelulares atuando na regulacao da
proliferacdo e diferenciagdo celular, e apoptose, podendo contribuir para o desenvolvimento e
progressao tumoral (KELLY; ISSA, 2017; XIA et al., 2013).

Os mecanismos epigenéticos regulam a transcri¢do dos genes através do controle que
exercem sobre a cromatina, modulando sua acessibilidade, e essa regulacao transcricional
pode ser local e/ou global por meio de modificagdes do DNA e pela modifica¢ao ou rearranjo
dos nucleossomos (LUND; LOHUIZEN, 2004). Considerando que a regulagdo epigenética
colabora com alteracdes genéticas no desenvolvimento do cancer, a possibilidade de reverter
codigos epigenéticos fornece uma nova perspectiva no que se refere ao desenvolvimento de
novas terapéuticas (LUND; LOHUIZEN, 2004).

As histonas sdo proteinas nucleares que compdem a cromatina, permitindo que a
molécula do DNA seja organizada, compactada e confinada a uma pequena area fisica do
nucleo celular, favorecendo, também, a mediagao de processos funcionais vinculados ao DNA
(PETERSON; LANIEL, 2004). Elas s3o capazes de sofrer inimeras modificagdes pos-
traducionais que ocorrem nas caudas amino-terminais, alterando assim, a acessibilidade da
cromatina, facilitando ou dificultando a associacdo de proteinas de reparacdo do DNA e

fatores de transcrigado (DAVIS; ROSS, 2007).

2.2.1 Histonas

Nos nucleos de todas as células eucaridticas, 0o DNA gendmico encontra-se altamente
compactado pela agdo de proteinas, histonas e ndo histonas, que formam dobramentos
complexos (JENUWEIN; ALLIS, 2001). O conjunto formado pelas proteinas histonas, nao
histonas ¢ DNA ¢ reconhecido como cromatina, na qual as histonas estruturam-se como
“carretéis”, em torno dos quais o DNA ¢ enovelado e condensado. Assim identificado e
caracterizado, o nucleossomo constitui-se o nivel mais basico de organizagdao cromossdmica
(FULLGRABE; KAVANAGH; JOSEPH, 2011; COOPER; HAUSMAN, 2013).

Os nucleossomos (Figura 1) sdao as unidades de embalagem fundamentais do genoma
eucaridtico. A organizacdo estrutural desse genoma estd associada ao acesso regulado a

informagdo genética e a protecdo dos genes contra danos fisicos. O nucleossomo compreende
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aproximadamente 147 pares de bases de DNA em um formato helicoidal, com 1,67 volta em
torno de um nucleo octamérico de histona formado por dois dimeros de H2A/H2B e um
tetramero H3/H4 (LEE; LEE, 2011; COOPER; HASMAN, 2013). Uma quinta histona,
chamada H1, est4 ligada ao DNA no momento de sua entrada no nucleossomo, propiciando a
estabilizagdo das fitas de DNA. As H1 conseguem compactar o DNA em niveis mais
elevados, reduzindo-o a uma dimensao compativel com a minima area do nucleo em que se
encontra. Ainda nao esta claro como as matrizes nucleossomicas contendo histona ligante
(H1) torcem e dobram esta fibra de cromatina em filamentos cada vez mais compactados,
produzindo estruturas organizacionais de niveis mais altos de complexidade (JENUWEIN;
ALLIS, 2001; FULLGRABE; KAVANAGH; JOSEPH, 2011; COOPER; HAUSMAN, 2013).

As histonas sdo pequenas proteinas basicas constituidas por um dominio globular e
uma cauda amino-terminal, mais flexivel e carregada, que se projeta para fora do
nucleossomo (JENUWEIN; ALLIS, 2001). Devido ao seu papel fundamental na fun¢do do
DNA pelo controle da estrutura da cromatina, as histonas estdo entre as proteinas eucarioticas
mais conservadas (ALBERTS et al., 2010).

Uma caracteristica notavel das histonas, e particularmente das suas caudas, € o
grande nimero e tipos de residuos modificados que possuem (KOUZARIDES, 2007). Estas
modifica¢des covalentes de DNA e histonas desempenham importantes papéis na regulacao
de varias atividades do genoma, processos que usualmente ocorrem apds a tradugao, podendo
ocorrer simultaneamente em diversas formas, em varios residuos de aminoacidos
(BANERJEE; CHAKRAVARTI, 2011). Este fato possibilita que haja inimeras modificagdes
unicas € ou combinadas, que repercutem funcionalmente de forma especifica e variadas no

gendma (PETERSON; LANIEL, 2004; BANERJEE; CHAKRAVARTI, 2011).
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Figura 1 — Desenho representativo do nucleossomo. Em amarelo, octamero de histonas com suas
caudas N-terminais fora do cerne octamérico, as quais estdo sujeitas a modificagdes pos-traducionais.
O DNA (vermelho) se enovela ao redor do octdmero de histonas, formando o nucleossomo. Sdo as
modificagdes nas caudas N-terminais que alteram a ligagdo das proteinas histonas com o DNA. Dessa
forma, essas proteinas participam do controle da expressao génica. (Fonte: ALBERTS et al., 2010).

2.2.2 Modificagoes de histonas

No ano de 2000, Strahl, Allis e Turner propuseram o codigo de histonas, segundo o
qual modificacdes pos-traducionais de histonas tem a capacidade de influenciar
estruturalmente a cromatina e regular portanto, a transcricdo génica (FULLGRABE;
KAVANAGH; JOSEPH, 2011). Segundo esse cddigo, as modificacoes nas caudas das
histonas devem fornecer locais de ligagcdo para as proteinas efetoras (JENUWEIN; ALLIS,
2001). Assim, modificagdes de histonas sdo consideradas como um dos marcadores de
elementos reguladores, que sdo segmentos de DNA que modulam diferentes processos como
transcri¢do, reparacao e replicagdo, favorecendo a estabilidade gendmica (CHOE et al., 2012).
Alteragdes aberrantes de niveis de modificacdo das histonas sdo frequentemente observadas

no cancer (KHAN; REDDY; GUPTA, 2015) (Quadro 1).
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Quadro 1 — Modificagoes globais de histonas em diferentes tipos de tumores, podendo ser utilizadas
como prognodstico e/ou diagnostico.

histonas
H3K9ac

H3K18ac

H4K5ac

H4K12ac

H4K16ac

H3K4me

H3K4me2

H3K4me3

H3K9me

H3K9me2

H3K9me3

H3K27me

H3K27me3

H4K20me3

H3K36me3

Modificacoes pos-
traducionais de

Aplicacgio

Prognéstico
Prognostico
Prognostico
Prognostico
Diagndstico/
Prognostico
Prognostico
Prognostico
Prognéstico
Diagnostico/
Prognostico
Prognéstico
Diagndstico/
Prognostico
Prognostico
Prognostico
Diagndstico/

Prognostico
Prognostico

Tipos de cianceres

Pulméo, mama, ovério, TGS', queilite actinica',
boca!, tumor odontogénico!
Pulmaio, prostata, mama, esdfago, pancreas’
Pulmao
Queilite actinica', pancreas!, tumor odontogénico!
Colorretal, pulmao, mama, estomago
Proéstata, rim
Prostata, pulmao, rim, mama, pancreas, figado
Rim, figado, prostata
Mieloma, rim, pancreas, prostata
Prostata, pancreas
Colorretal, mieloma, figado, pulmao, prostata,
mama, leucemia, estomago, glandula salivar!
Rim
Pulmao, pancreas, ovdrio, prostata, estbmago,
esofago, figado

Colorretal, mieloma, prostata, mama, pulmao,

linfoma, colon, utero
Tireoide, tumor odontogénicol

1- Resultados considerados sugestivos para a relagdo entre o tumor e o fenomeno descrito.
Fonte: KHAN; REDDY; GUPTA, 2015. Adaptado pela autora.

A grande diversidade dessas modificagdes demonstra notdvel complexidade

estrutural e funcional destas moléculas, que sdo capazes de gerar mudangas estruturais

secundarias em pontos especificos, mas também tem a capacidade de atingir locais distantes
que podem também afetar a funcdo de outros genes (PETERSON; LANIEL, 2004;
DAWSON; KOUZARIDES, 2012; ZHANG et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2 — Modificac¢des 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 HI mantém o
DNA enrolado em torno do octamero de histona. As caudas amino-terminais desempenham papel
crucial na estrutura e na func¢do dos nucleossomos. Diversas modifica¢des nos diferentes residuos da
cauda das histonas estdo sendo mostradas, onde S, T, K e R representam serina, treonina, lisina e
arginina, respectivamente. Outras possiveis modificagdes existem, mas nédo estdo representadas.

Fonte: BISWAS; RAO, 2017. Adaptado pela autora.

As caudas amino-terminais das proteinas histonas estdo fora do cerne octamérico e
servem como registradoras sobre os quais podem ser escritos sinais epigenéticos. A
modificagdo covalente de histonas inclui acetilagcao de lisinas, metilagcdo de lisinas e argininas,
fosforilagdo de serinas e treoninas, ADP-ribosilacdo de acidos glutdmicos, ubiquitinacio e
sumoilacdo de residuos de lisina (LUND; LOHUIZEN, 2004). Estas modificagdes sao
dependentes de enzimas que traduzem as modificacdes nas caudas amino-terminais e sao
altamente especificas para posigdes de aminoacidos, estendendo assim o conteudo de
informacao do genoma para além do cédigo genético (CHOE et al., 2012; JENUWEIN;
ALLIS, 2001).

Importante ressaltar que a cronologia do aparecimento de uma modificacdo
dependera das condi¢des de sinalizagdo dentro da célula, podendo surgir e desaparecer em

poucos minutos apos o estimulo chegar a superficie celular (KOUZARIDES, 2007).
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A seguir, serdo considerados alguns tipos de modificacdes de histonas ja descritas na

literatura, seus provaveis significados e alguns fendmenos aos quais tém sido associadas.

2.2.2.1 Acetilacdo

A acetilagdo ¢ um dos mecanismos que pode afetar as caudas amino-terminais das
histonas, principalmente em residuos de lisina. Este fenomeno foi associado diretamente a
regulacdo da atividade transcricional, tendo em vista as evidéncias que ativadores e
repressores de transcri¢do estdo diretamente relacionados a presenca de enzimas histona-
acetiltransferases (HATs) e desacetilases (HDACs), respectivamente (COOPER;
HAUSEMAN, 2013; WISNIESKI; CALCAGNO, 2015). O equilibrio dessas enzimas
mantém de forma satisfatoria os processos de acetilagdo. As HATs s3o responsaveis por
catalisar a transferéncia de acetil-coenzima A ao grupo amino-terminal dos residuos de lisina,
enquanto que as HDAC agem no sentido contrario, removendo os radicais acetil do grupo
amino-terminal na cadeia lateral de residuos de lisina (Figura 3) (GIL; RAMIREZ-TORRES;
ENCARNACION-GUEVARA, 2017).

Acetyl
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Figura 3 — Acetilagdo de lisina. Adi¢do do grupo acetil ao residuo N-terminal de lisina, que ocorre
através de enzima histona-acetiltransferases (HAT), sendo removido por uma enzima diferente, as
desacetilases (HDAC). Fonte: YANG; SETO, 2007. Adaptado pela autora.

As HATs sdo classificadas quanto a sua localizacdo celular: tipo A (nuclear), que

participam de processos transcricionais e tipo B (citoplasmatica), que tem como fungao
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acetilar proteinas histonas recentemente sintetizadas. Em relacdo a funcdo e estrutura sao
classificadas em cinco familias: GNAT, p300 / CBP, MYST, basal TF ¢ NRCF. J4 as HDAs
sdo classificadas em quatro classes (I a IV) que se subdividem (LIU; LI; WU, 2017).

Os grupos acetil adicionam cargas negativas as lisinas que possuem cargas positivas,
levando a uma diminui¢do da interacdo entre DNA e histonas, o que permite ao nucleossomo
compactado se abrir e dar acesso para que a maquinaria de transcri¢do entre em contato com o
DNA, levando a sua transcricdo. A remog¢do do grupo acetil durante a desacetilagdo permite
que as histonas interajam mais fortemente com o DNA para formar conjuntos de
nucleossomos compactados, o que pode efetivamente silenciar a transcri¢do génica (ZHANG
etal., 2015).

A acetilagdo de residuos de lisina além de alterar propriedades fisico-quimicas das
histonas, permite a interagdo destas com outras proteinas capazes de reconhecer residuos
acetilados, como os bromodominios, que reconhecem esses residuos de lisina acetilados, o
qual o genoma humano ¢ capaz de codificar 61 (JAIN; BARTON, 2016). Até o momento, o
bromodominio ¢ o tnico dominio especializado que se liga com especificidade as marcas de
acetilagao, sendo evolutivamente conservados (GIL; RAMIREZ-TORRES;
ENCARNACION-GUEVARA, 2017). Dessa forma, eles agem como um andaime para a
montagem de maiores complexos macromoleculares de varios componentes que regulam a
acessibilidade da cromatina e para o recrutamento de proteinas transcricionais chave como a
RNApolimerase, as proteinas contendo bromodominio sdo consideradas "leitoras" do cddigo
de histonas (HELIN; DHANAK, 2013).

Embora esteja claro que os padrdes globais de acetilagdo das histonas podem estar
alterados no cancer, também estd bem estabelecido na literatura que varias proteinas nao
histonas, incluindo muitos oncogenes importantes e genes supressores tumorais como MYC,
p53 e PTEN, sdao também dinamicamente acetilados (DAWSON; KOUZARIDES, 2012).
Viérios estudos t€ém observado a importancia da acetilagdo como se vera a seguir.

Ao estudarem padrdes de acetilagdo da histona H3K9ac, H3K18ac e H4K12ac no
cancer de pancreas, Juliano et al. (2016) encontraram associag¢des significativas entre os
parametros clinico-patologicos e os grupos de histonas dicotomizados, especialmente para a
acetilagdo de H4K 12, sendo esta fortemente correlacionada a estdgios mais avancados nesses
tumores. Ao contrdrio deste trabalho, Moraes (2014) analisou a modificacdo H4K12ac em

neoplasias da tireoide, mas ndo encontrou nenhum achado considerado relevante.
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A desacetilagdo de histonas tem sido implicada na repressao transcricional de varios
genes supressores de tumores. Ao estudar a relacdo da histona H3 na regido promotora p21,
Mitani et al. (2005) verificaram que essa regido ¢ hipoacetilada e associada a expressao
reduzida de p21 em espécimes de carcinoma gastrico. Para os tumores ependimarios, o padrao
de acetilagdo de H3K9 apresentou valores mais baixos nas neoplasias com maior
probabilidade de recorréncia e maior proliferagdo, tendo entdo grande relevancia prognostica
nesses tumores (EBRAHIMI et al.,2013).

Ashktorab et al. (2009) aos estudarem tumores colorretais, encontraram dimuni¢ao
nos valores para H4K12ac e H3K18ac nos tumores mal diferenciados quando comparados aos
tumores moderados a bem diferenciados. Entretanto, ndo encontraram diferencas estatisticas

significativas entre a porcentagem marcacao destas MPTHs e a sobrevivéncia.

Estudo realizado em pacientes com carcinoma de células escamosas esofagicas
submetidos a esofagectomia, mostrou niveis de H3K9ac e H4K12ac maiores nos casos bem
diferenciados em relagao aos moderadamente ou mal diferenciados. A modificacdo H3K 18ac
¢ detectada em genes que promovem a entrada no ciclo celular, e neste trabalho a
hiperacetilacdo de H3K 18 foi significativamente associado a piores taxas de sobrevida livre

de recorréncia nesses tumores (HOSEOK et al., 2010).

Avaliagdo da acetilagdo de H3K9, H3KI18 ¢ total de H4 foram estudadas em
carcinoma de células renais e oncocitomas, demonstrando ndo haver diferenga nos padrdes de
expressdo entre os dois grupos. Valores mais baixos de acetilagdo de H3 se correlacionaram
com pior estagio, metastase a distancia e progressao tumoral nos carcinomas de células renais,
enquanto que a desacetilgao de H4 se associou a um pior estdgio (MOSASHVILLI et al.,
2010). Resultados semelhantes também foram encontrados em tumores pancreaticos, nos
quais casos com baixos niveis de expressdo de acetilagdo mostraram taxa de sobrevida menor
(MANUYAKORN et al., 2010). Contraditoriamente, Sant’ana (2014) ao estudar modificacdes
de histonas em amostras metastaticas € ndo metastaticas de carcinoma epidermoide bucal,
observou que portadores de metéstase apresentaram indices mais altos de H3K9ac em relacao
ao grupo nao metastatico. Além disso, valores mais altos foram correlacionados a presenca de

metastase e recidiva.

Elsheikh et al. (2009) ao analisar a expressdao de algumas histonas em cancer de

mama, obteve como resultado baixa expressao de H4K16ac em 78,9 % dos tumores, sendo
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que aqueles que apresentaram altos niveis desta hipoaceliagao foram associados a um melhor
progndstico, e a perda desta modificacao pode ser um evento precoce na patogénese do cancer
de mama invasivo. Em contrapartida, niveis baixos ¢ moderados de acetilagio de H3KO9,
H3K18ac e H4K12ac demonstraram ter pior progndstico nos pacientes acometidos por essas
neoplasias.

Diferentemente de outros trabalhos que observaram uma correlagdo da reducdo de
H3K9ac com pior prognostico, estudo em amostras de carcinomas de esofago demonstraram
uma melhor sobrevida em pacientes que apresentaram niveis reduzidos para H3KI8ac,
consequentemente melhor prognostico, principalmente em estdgios iniciais (TZAO et al.,
2009).

Freitas Filho (2015) estudou na queilite actinica (QA) e no carcinoma epidermoide
de labio (CEL) as seguintes MPTHs: H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac ¢ H3S10ph. Ele
observou que para ambas lesdes, o H3K36me3 e H3S10ph apresentou valores de reatividade
menores em relagdo ao tecido labial normal. Diminui¢des de imunomarcag¢des também foram

observadas em H3K9ac e H4K12ac no grupo de QA.

2.2.2.2 Metilacao, fosforilagcdo e ubiquitinagdo

A metilacdo ¢ uma MPT catalisada por enzimas metiltransferases (200 nos seres
humanos), e sua desregulacdo ¢ um dos principais contribuintes para o cancer, ja que ela
também participa na regulagdo da expressdo génica (ROTH et al., 2018).

Histonas sdo metiladas nas cadeias laterais de residuos de arginina, lisina e histidina,
e diferentemente do que ocorre nos processos de acetilagdo e fosforilagdao, a metilacdo ndo
altera a carga elétrica global da molécula. Uma das contribui¢des para a diversidade das
modifica¢des, ¢ que alguns aminoacidos como as lisinas podem ser mono-, di- ou tri-
metiladas, j& os residuos de arginina podem ser simetricamente ou assimetricamente
metilados (DAWSON; KOUZARIDES, 2012).

O reparo de pareamento indevido das bases no DNA (MMR — mismatch repair)
garante a fidelidade estrutural do DNA, corrigindo os defeitos gerados durante a sua
replicacdo. J& foi provado que a H3K36me3 ¢ essencial para esse reparo in vivo, sendo que a

falta ou deplecao dela pode levar ao desenvolvimento tumoral, além dessa modificagdo ser



31

importante no recrutamento da proteina de reconhecimento de desajustamento hMutSa
(hMSH2-hMSH6) sobre a cromatina (LI et al., 2013).

As modificagdes epigenéticas em leucemia linfoide aguda (LLA) incluem
hipermetilacdo de DNA e modifica¢des de histonas, tornando-se claro, recemtemente, que os
sistemas de metilacio de DNA e lisina nas histonas estdo altamente inter-relacionados e
dependem mecanicamente um dos outros para que a cromatina funcione normalmente
(WISNIESKI; CALCAGNO, 2015).

Dados obtidos por Miiller-Tidow et al. (2010) sugerem que existem padroes
especificos de niveis de H3K9me3 na leucemia mieloide aguda (LMA), e possiveis alteragdes
em seus niveis sao provavelmente o resultado da atividade alterada do fator de transcrigao,
sendo importante ressaltar que os padroes H3K9me3 estdo intimamente associados com o
progndstico dos pacientes. J& a diminuicdo da expressdo de H3K27me2 foi observada em
metastases hepaticas de carcinomas colorretais; sua baixa expressdo em casos primarios
associou-se a baixa taxa de sobrevida (TAMAGAWA et al., 2013).

No adenocarcinoma géstrico, a H3K9me3 correlacionou-se positivamente com a fase
tumoral, invasdo linfovascular, recorréncia do cancer e, niveis de expressdo mais elevados
dessa modificacdo, correlacionou-se com uma fraca taxa de sobrevivéncia (PARK et al.,
2008). Healey et al. (2014), ao analisarem o padrao de expressdo de H3K9me3 e H3K27me3
de 804 casos de cancer de mama de grau varidvel, demonstraram que uma maior expressao de
H3K27me3 estd associada com tumores de baixo grau. Uma vez que esta modificagdo de
histona foi inversamente proporcional ao grau do tumor, sua alta expressao sugere um melhor
progndstico.

A fosforilagdao da histona ¢ a adicdo de um grupo fosfato nos residuos de serina,
treonina e tirosina, em qualquer uma das caudas de histonas, sendo fosforilados por proteinas
quinases e desfosforiladas por fosfatases (ROSSETTO; AVVAKUMOV; COTE, 2012). Tem
sido correlacionada com diversos processos como meiose, mitose, apoptose, transcri¢ao
génica e reparagdao aos danos causados ao DNA (COHEN et al., 2011). A alta expressao da
fosforilagdo da histona H2AX foi encontrada nos tumores ovarianos epiteliais, verificando-se
que o tecido ovariano normal apresentou baixa imunorreatividade, demonstrando que esta
modificacdo pode ser de grande valor prognostico e diagnostico (MEI et al., 2015). Pereira
(2015) avaliou por imuno-histoquimica a fosforilacdo da serinalO na histona H3 (H3S10ph)

em neoplasias da tireoide, sendo que os carcinomas apresentaram uma reatividade menor que
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os adenomas ¢ o tecido glandular tireoidiano normal, demonstrando que esta MPTH esta
correlacionada a tumorigénese dessa neoplasia e a um pior progndstico.

O processo de ubiquitinagdo ocorre pela adi¢ao de ubiquitina nos residios de lisina
nas caudas de histonas, estas podem somente ser monoubiquitinadas, estando este processo
relacionado ao controle transcricional da expressdo génica e a resposta ao dano no DNA
(COLE; CLIFTON-BLIGH; MARSH, 2015). Estudos tem mostrado que a USSP22, enzima
que remove a ubiquitina das proteinas, pode contribuir para o surgimento tumoral inibindo a
transcrigdo do gene p21 (TANG B. et al., 2015). Altos niveis de sua expressdo foram
encontrados no carcinoma hepatocelular em comparacdo com tecido hepatico normal, e
quanto maior essa expressdo menor a sobrevida dos pacientes (TANG B. et al., 2015).
Semelhante analise foi desenvolvida em amostras tumorais de mama e os resultados obtidos
foram equivalentes ao estudo anteriormente citado, com altos valores de expressdes de USP22

nos casos de neoplasias e pior progndstico para esses pacientes (ZHANG Y., 2011).

2.2.3 Modificagoes de histonas e tumores de glindulas salivares

Em tumores de glandula salivar, outros mecanismos epigenéticos foram amplamente
explorados em detrimentko das modificacdes de histonas, tais como a metilagdo de varios
genes supressores de tumor, com énfase no carcinoma adenoide cistico. H4 um numero
limitado de trabalhos na literatura, sendo igualmente limitados os grupos de tumores
estudados, sugerindo modificagdes de histonas como mecanismos epigenéticos de
desenvolvimento e progressao de tumores de glandula salivar em humanos.

Variagdes nos padroes de metilagdo, acetilacdo e ubiquitinizacdo das diferentes
histonas, bem como a expressdo das enzimas relacionadas foram relatadas em alguns tumores.
Um ensaio imuno-histoquimico analisando 36 amostras de diferentes tumores de glandulas
salivares identificou a menor expressao de acetilacdo da histona H3 em quatro amostras de
carcinoma adenoide cistico (n=17) e em dois carcinomas mucoepidermoides (n=7),
representando 16,7% do total de casos analisados, enquanto a redu¢do de expressao da histona
H4 foi observada apenas em cinco amostras do primeiro tumor, representando, por sua vez,
13,9% dos casos (KISHI et al., 2005).

Diferentes padroes de expressdo das enzimas histona-metiltransferase (HMT) foram

identificados em amostras de adenoma pleomorfico comparativamente aos tecidos glandulares
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normais. Em dez tumores avaliados através de RT-PCR e Southern blot analysis, as enzimas
SETB1 e Eu-HMTase, responsaveis pela metilacao da histona H3K9, e a SETO08, responsavel
pela metilagao da H4K20, apresentaram maiores niveis de expressao, enquanto a DOTI1L, que
metila a H3 na lisina79, obteve menores taxas de expressao (ANIELLO et al., 2006).

As alteragoes de histonas também podem exercer um papel importante na progressao
dos tumores de glandulas salivares. Em uma avaliagdo de 66 casos de carcinoma adenoide
cistico, elevados niveis de H3K9me3 foram associados a uma maior taxa de proliferagao
celular, metastases a distancia e pior prognostico, enquanto que maior expressao de H3K9ac
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia significativamente maior (XIA et al., 2013).

Outro estudo aponta a associagao entre a expressao de protease ubiquitina-especifica
22 (USP22), uma enzima de desubiquitinizacdo de histonas H2A e H2B, com o subtipo
histologico, taxa de metastase linfonodal, gradacdo e expressdo de Ki-67 em 135 pacientes
com carcinoma adenoide cistico, indicando-o como um fator de prognéstico independente
(DAl et al., 2014).

O envolvimento das modificagdes de histona com o prognostico de pacientes
diagnosticados com carcinoma adenoide cistico foi ainda evidenciado através de sua interagao
com o gene que codifica o receptor de endotelina B (EDNRB), cuja expressdo foi
significativamente menor em pacientes com tumores em estagios avangados (XIA et al.,
2015). Outro estudo identificou uma correlacao inversamente proporcional da H3K9ac com a
atividade proliferativa dos tumores de glandula salivar ao comparar sua expressao com Ki-67,
além de evidenciar um maior percentual de reduzida expressdo da MPTH nos tumores
malignos em relagao aos benignos (WAGNER et al., 2017).

Desta forma, percebe-se que fendmenos da epigenética relacionados as modificagdes
de histonas ainda devem ser explorados nestas lesdes, buscando consolidar seu papel na

tumorigénese de glandula salivar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a presenga de modificacdes pos-traducionais de histonas H3K9ac e H4K12ac
no adenocarcinoma polimorfo e carcinoma adenoide cistico de glandulas salivares e

identificar sua relagdo com aspectos clinicopatoldgicos e da progressao tumoral.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a presenca do antigeno relacionado a modificacdo de histona H3KO9ac e
H4K12ac no adenocarcinoma polimorfo e carcinoma adenoide cistico de glandulas salivares;

2. Avaliar a extensdo de atividade proliferativa celular no adenocarcinoma polimorfo e
carcinoma adenoide cistico de glandulas salivares;

3. Avaliar a relagdo entre a intensidade da presenca antigénica da H3K9ac e H4K12ac e a
extensao da atividade proliferativa nos tumores mencionados;

4. Identificar provavel relacdo entre as modificagdes pos-traducionais de histonas citadas
anteriormente com aspectos clinicopatologicos da doenca e fendmenos intercorrente: recidiva,

metastases e sobrevida.
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4. JUSTIFICATIVA

O adenocarcinoma polimorfo e carcinoma adenoide cistico sdo tumores malignos,
porém de comportamento distinto, de forma a terem um prognoéstico e tratamento diferentes.
Embora haja um esfor¢o continuo na identificagdo de marcadores que possam auxiliar no
diagnostico diferencial, estes marcadores nao tém especificidade absoluta, e ainda
permanecem casos com necessidade de maior definicdo com vistas a adequagao terapéutica e
predicdo de prognostico. Pouco ainda também ¢ conhecido sobre os fatores genéticos e
epigenéticos que participariam de sua patogenia. Recentes estudos desenvolvidos no
Laboratério de Patologia bucomaxilofacial da FOUFU tém agregado informagdes e
confirmando outras descritas na literatura sobre a relagcio das MPTHs com a patogenia de
doengas cancerizdveis, tumores odontogénicos, neoplasias de tireoide e carcinoma de células
escamosas, mostrando também seu potencial uso como marcador de progndstico. Por outro
lado, considerando a reversibilidade das modificagdes de histonas, ¢ fundamental que
possamos identificar as alteracdes presentes em canceres, para que, futuramente, se possa
pensar em planejamentos terapéuticos utilizando-se de abordagens ndo cirtrgicas efetivas no
controle das neoplasias. Dessa forma, as MPTs de histonas, que vem sendo encontradas em
diversos tumores, podem ajudar no desenvolvimento de novos marcadores de diagndsticos e
terapéuticas, a fim de colaborar ndo s6 com o tratamento dos pacientes, mas também dar a

eles uma melhor qualidade de vida.
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5. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da  Universidade  Federal de  Uberlandia  (CEP-UFU) (CAAE:
60858016.1.0000.5152) (Anexo 1).

5.1 Casuistica

Para essa pesquisa foram utilizadas amostras de 67 casos de neoplasias de glandulas
salivares malignas, a saber: ACP (n= 29) e CAC (n= 38), provenientes dos arquivos do
Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia (LPBMF-FOUFU) no periodo de 1978 a 2017, e da Divisdo Interna de
Patologia do Instituto Nacional de Cancer (INCA, MC&T, Rio de Janeiro, Brasil), no periodo
entre 1997 e 2006. Para inclusdo, todos os casos foram revistos pelos patologistas da Area de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFU, seguindo os critérios definidos pela
OMS (EL-NAGGAR et al., 2017).

Foram coletados dados sociodemograficos, clinicopatoldgicos e de intercorréncia, a
saber: idade e sexo dos pacientes; localizacdo primdria e dimensdo das lesdes, estadiamento
clinico, recidivas, ocorréncia e localizagdo de metéstases, e sobrevida dos pacientes.

O 1tUnico critério absoluto considerado para exclusdo foi a auséncia de material
suficiente necessario a investiga¢do antigénica. Os casos dos quais nao se obtiveram dados
sociodemograficos e clinicopatologicos permaneceram no estudo, sendo excluidos apenas das
analises para as quais o seu registro nao foi efetuado. Este procedimento fez com que algumas
analises fossem realizadas com um numero menor de casos do que aquele originalmente

incluido no estudo.

5.2 Ensaios imunohistoquimicos

Foram feitos cortes de 3 um a partir dos blocos parafinados, transferidos para
laminas polarizadas StarFrost® (Knittel Glaser, Brunsquive, BS, Alemanha) ou silanizadas,
conforme protocolo do LPBMF-FOUFU. Os ensaios imuno-histoquimicos foram

desenvolvidos de acordo com protocolos pré-definidos pelo Laboratdrio, descritos a seguir:
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primeiramente, para desparafinacao, os cortes foram incubados no primeiro banho de xilol
(Synth, Sao Paulo, SP, Brasil) em estufa, a uma temperatura de 56°C durante 30 minutos
(min) e em seguida, durante 15 minutos no segundo banho de xilol a temperatura ambiente.
Posteriormente, seguiu-se a hidratagdo em sessdes decrescentes de etanol: duas passagens em
etanol 100%, uma passagem em etanol 95% e 80% respectivamente, num periodo de 5
minutos cada. Para remog¢ao do pigmento formolico, as amostras ficaram imersas em solucao
de hidroxido de amoénio a 10% (Synth) em etanol a 95% durante 10 minutos e apds essa etapa,
foram feitas sete lavagens em dgua destilada.

Em seguida, procedeu-se ao resgate antigénico, para o qual as laminas foram imersas
em solu¢do de acido etilenodiaminotetracético (EDTA, Amresco, Solon, OH, EUA), a 1,0
mM, tamponado com hidroxido de sodio (pH 8,0), em um ciclo de 15 minutos a temperatura
de 110° C, em camara termopressurizada (Steamer — Biocare Medical, Concord, CA, EUA).
Apo6s resfriamento por 40 minutos, os cortes foram submetidos a cinco banhos de agua
destilada.

Para o bloqueio da atividade enddgena da biotina as laminas foram imersas durante
15 minutos a temperatura ambiente em solucdo preparada com duas claras de ovos dissolvidas
em 200 mL de 4gua deionizada e filtrada por trés vezes em gaze, seguidos de 10 banhos em
agua destilada. Ja o bloqueio da atividade enddgena da avidina, os cortes foram imersos por
15 minutos a temperatura ambiente em solucdo preparada com 30g de leite em pd desnatado
(Itambé®, Sao Paulo, SP, Brasil) dissolvido em 180 ml de 4gua deionizada, seguido de dez
banhos em agua destilada (MILLER, et al, 1999).

Na etapa seguinte, o bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com a imersdo
dos cortes em trés banhos de 10 minutos cada em solugdo de peroxido de hidrogénio
(Dinamica Quimica Contemporanea, Sao Paulo, Brasil) a 10 volumes, seguidos por cinco
banhos em 4gua destilada e posteriormente trés lavagens de 5 minutos cada uma em solucao
tampao 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 reagdes inespecificas a base de caseina (Background Sniper,
Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 minutos. Posteriormente, os anticorpos
primarios foram diluidos em solu¢do PBS-BSA (tampdo fosfato/soro albumina bovina) na

titulagdo previamente estabelecida em testes de padronizacao: dilui¢do 1:2.000 para H3K9ac
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(Referéncia: ab32129), 1:20.000 para H4K12ac (Referéncia: ab61238) e 1:500 para o Ki67
(Referéncia: ab16667), adicionados as laminas, que entdo foram incubadas e armazenadas por
2 horas a temperatura ambiente em camara umida. Todos os anticorpos utilizados foram
fornecidos pela Abcam (Cambridge, Reino Unido). Para controle negativo omitiu-se os
anticorpos primarios na solucdo de PBS-BSA.

Em seguida, os cortes foram desincubados e lavados em dois banhos de solucdo de
Tris-HCI por 2 minutos cada. Entdo, foram incubados por 20 minutos novamente em camara
umida a temperatura ambiente, com sistema de amplificacdo estreptavidina-biotina-
peroxidase (Trekkie Universal Link, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), que consiste em
soluc¢do de anticorpo secundario biotinilado. Na sequéncia, os cortes foram lavados por dois
banhos em solucao de Tris-HCI durante 2 minutos cada.

Adiante, seguiu-se a incubagdo em complexo terciario a base de estreptavidina
conjugada a peroxidase (Trekkie Avidin-HRP Label, Biocare Medical) por 10 minutos, em
camara umida, a temperatura ambiente. Sucessivamente, os mesmos foram submetidos a duas
lavagens em tampao Tris-HCl no periodo de 2 minutos cada.

Para a revelagdo da reacdo utilizou-se substrato cromogénico 3.3’ tetrahidrocloreto
de diaminobenzidina e perdxido de hidrogénio (Betazoid DAB Chromogen Solution, Biocare
Medical) por 5 minutos, seguido por lavagem em agua corrente durante o0 mesmo tempo.

Para finalizar a reagdo, as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris,
sequentemente lavadas em agua corrente, desidratadas em etanol 100% por 10 minutos, secas
em estufa a 60°C e montadas com laminulas de vidro em resina histologica (Permount, Fisher

Scientific International, Pittsburgh PA, EUA).

5.3 Analise de reatividade imuno-histoquimica para H3K9ac e H4K12ac

Para a realizacdo da analise imuno-histoquimica da expressdo de H3K9ac e H4K12ac
utilizou-se o software ImageJ (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 ocupada pela expressao
colorimétrica do antigeno pesquisado. O IOD de cada caso representou uma média dos

valores obtidos para os campos avaliados.
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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). Todos os casos foram avaliados a partir
das areas ‘“hotspot” de marcacdo, percorrendo em zigue-zague cada uma das laminas.
Posteriormente, foi entdo submetida avaliagao através do ImageJ (Jensen et al, 2013) (Figura

4).

f Imagel — e
File Edit Image Process Analyze Pluginsg Window Help

|5 olcz|o|<|4]+nAlale] |z ]k |i]m

*Paoint* or multi-point selections (right click to switch)

ViiEclid

Figura 4 — Tela inicial do /mageJ contendo diferentes icones relativos as ferramentas utilizadas em
morfometria. (Fonte: https://imagej.nih.gov/ij/features.html).

5.3.1 Calibracao do ImageJ para andlise morfométrica

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

seguindo-se o protocolo disponivel no site www.ImageJ.inh.gov.

5.3.1.1 Calibracgdo da distincia

A calibragdo de distancia permite que se obtenha a informacdo sobre o niimero de
pixels presentes numa determinada area de valor conhecido. Este dado permite estabelecer a
relacdo entre intensidade de cor (marcagdo) 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 utilizagdo do icone
Straight line da barra de ferramenta, dispondo-a sobre a barra de medida em pm (200 pm)
presente na imagem (Figura 5);

2. Acessar na barra de ferramentas o icone Analyze e, em seguida, Set Scale,
possibilitando a abertura de janela para insercdo dos dados relativos a distancia em pm: no

caso distancia, 200 e unidade, um (Figura 6);


https://imagej.nih.gov/ij/features.html
http://www.imagej.inh.gov/
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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.

4 Imagel — *
File Edit Image Process Analyze Pluging Window Help
m[fe el

Figura 5 — Imagem aberta no /mageJ utlhzada para cahbragao. A seta branca indica o icone
pressionado na barra de ferramentas que permitird a insercdo da linha sobre a barra de medida em pm
(200 pm) presente na imagem (seta escura).

d SetScale X
Distance in Pixels: |398 ) ¢
Known Distance: |200 c:|

Pixel Aspect Ratio:
UnitofLength: [um ||

Scale: 1.990 pixels/ium

OK | Cancell

Figura 6 — Janela de inser¢do de dados para calibragdo 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). Apos estes procedimentos,
marcar a caixa de marcacdo (checkbox) Global.
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5.3.1.2 Calibracao da escala de cinza

Para a mensuragdo 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) (Anexo 2). Para tanto,

acessou-se na barra de ferramentas o icone Analyze e entdo, Calibrate. Deste ponto,
selecionou-se a fun¢do Rodbard e a unidade 10D, seguindo-se a inser¢do de valores obtidos

do site http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration (Figura 7). Este procedimento permite a

construgdo de uma relacdo entre valores de pixel e IOD traduzidos por uma curva exponencial

(Figura 8).

¢ Calibrate... *
Function: |Rodbard -

Unit: |10D |
252.38 0.0

29837 0.06

191.67 0.2

154.76 0.24
12573 0.49

101 15 0 A4

70.58 0.79

G1.92 0.94

482 11

3T 1.26

20.32 1.41

2318 1.56

17.97 1.7

17.97 1.85

14.00 201

11.05 216

BTG 2.32

7.16 2.46

RO 2R

Ok Cancel

Figura 7 — Janela de inser¢do de dados para calibragdo de absorbancia, relativos aos valores de
densidade de cinza. Selecionada a fungao (Function) Rodbard e a unidade 10D (Unif), com a inclusdo
dos valores de densidades de cinza e absorbancia apos a clicagem em Open. Na janela esquerda estdo
os valores de cinza, ¢ na janela direita os valores de absorbancia correspondentes. A marcagdo do
checkbox Global Calibration deve ser realizada para a produgao de uma curva de correlagdo entre IOD
e pixels. (Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).



https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html
http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration
http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/
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Figura 8 — Curva de calibragao obtida a partir dos valores da escala de cinza e IOD utilizadas na
calibragdo. (Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

5.3.2 Analise das imagens

5.3.2.1 Indice de Absorbincia (I0OD) do grupo controle

O grupo controle foi constituido de amostras de glandulas salivares menores e
maiores, externas (ndo associadas aos tumores) e internas (presentes em fragmentos da
exérese tumoral), ndo envolvidas pelo tumor. As avaliacdes foram realizadas a partir de 500
nlcleos de células ductais internas (luminais) e externas (mioepiteliais e de reserva). Para
tanto, foram desenvolvidos os seguintes procedimentos:

1. Deconvolucao das imagens histologicas com marcagdes imuno-histoquimicas: nesta
etapa, a imagem original ¢ separada em dois matizes, o da coloragdo pela Hematoxilina e o do
DAB (Figura 9).

2. Utilizando a imagem de DAB, os nucleos foram sendo delimitados (Figura 10) e
posteriormente, para que somente essas areas nucleares fossem analisadas, clicou-se o icone
Roy Manager, ferramenta que tem como fun¢do gravar a delimitacdo selecionada a ser
mensurada na imagem.

3. Para obtenc¢do dos resultados, clicou-se em Analyze e em seguida Measure. Todos os
nucleos selecionados foram entdo medidos simultaneamente, e os valores transferidos para a

janela de Resultados do software (Figura 11), na qual sdo dados os valores da 4rea, média do


http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/
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IOD, desvio padrao, IOD absoluto e percentagem de area marcada. Desta avaliagdo,
obtiveram-se valores médio, minimo ¢ maximo, correspondentes a relacdo entre intensidade
de coloragdo e area nuclear avaliada (Figura 12 e Quadro 2). Os valores minimos € maximos
foram considerados como pardmetros para estabelecimento de estado de hipo e
hiperacetilacdo, respectivamente, e para estabelecimento do valor de cut-off médio para o IOD

do grupo controle.

Figura 9 — Imagem parcial do parénquima de glandula salivar admitida como controle do estudo
utilizada para obtengdo dos valores de IOD médios para H3K9ac. (A) area do parénquima glandular
com nucleos ductais marcados para H3K9ac; (B) area mostrada em (A) apos a deconvolugdo,
revelando apenas o parénquima corado por Hematoxilina; (C) area mostrada em (A) mostrando
nucleos ductais marcados para a histona H3K9ac em DAB. (Aumento original 200x; A:
Hematoxilina/DAB; B: Hematoxilina; C: DAB). (Fonte: Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial —
FOUFU).

Quadro 2 — Valores médios, minimos e maximos da relagdo entre intensidade de absorbancia (IOD) e
areas nucleares avaliadas.

Anticorpo Média Cut-off maximo Cut -off minimo
H3K9ac 0,242 0,84 0,10
H4K12ac 0,272 1,03 0,10
iz £ ROIl.. — (=] =
[o106-0392 Add [
|0100-0365 [r——
[] |0135-0452 Update
A |0123-0313 Delste
5 |0109-0420 T
|0103-0342 Rename
|0151-0335 Measure
' |0187-0389 TS
|0177.0377 __Deseleat |
|o193-0423 .
B |0180-0348 Bk
|0193-0438 Flatten [F]
g |0176-0399 Moe= |
e ¥ [Show Alll
v ¥ Ecitmode

Figura 10 — Nucleos selecionados e numerados para quantificagdo do numero de nticleos total a serem
considerados na andlise do controle, cujas areas foram gravadas utilizando a ferramenta Roi Manager
para posterior mensuragdo. (Fonte: Laboratorio de Patologia Bucomaxilofacial — FOUFU).
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¢ Results
File Edit Font
Label Area Mean StdDew  |IntDen YeArea

1 1870 - HSK9me3 tif 2.4f (Colour[2]):0106-0392 26.26 0.17 0.04 4.58 100
- 1870 - H3K9me3 tif 2.tif (Colour[2]):0100-0365 37.37 0.14 0.03 5.25 100
= 1870 - H3K9me3 tif 2.0f (Colour[2]):01358-0452 5252 0.14 0.03 ¥.20 100
k1 1870 - HEK9me3 tif 2.0f (Colour[2]):0123-0313 38.89 0.13 0.04 4 .88 100
= 1870 - HSKS9me3 tif 2.4f (Colour[2]):0109-0420 34.60 0.14 0.03 4.74 100
(] 1870 - H3K9mes tif 2 .t6f (Colowr[2]1:0103-0342 3232 017 0.05 5.37 100
7 1870 - H3K9me3 tif 2.0f (Colour[2]3:0151-0335 4444 018 0.03 5.05 100
] 1870 - H3K9me3 tif 2.0f (Colour[2]):0187-03858 41.92 0.16 0.04 5.65 100
=] 1870 - HEK9me3 tif 2.0f (Colour[2]3:0177-037F 31.31 0.15 0.03 473 100
10 1870 - HSK9me3 tif 2.4f (Colour[2]3:0193-0423 41.92 017 0.03 F.09 100
11 1870 - H3K9me3 tif 2.tif (Colour[2]):0160-0348 4040 0.19 0.04 7.83 100
12 1870 - H3K9me3 tif 2.0f (Colour[2]):0193-0438 38.13 0.18 0.04 ¥.01 100
13 1870 - HEKS9me3 tif 2.0f (Colour[2]):0176-0398 25376 0.19 0.03 4 .88 100

Figura 11 - Janela de Resultados, para a qual os valores mensurados sdo transferidos.

5.3.2.2 Indice de Absorbancia (IOD) dos tumores

Para cada caso foram avaliados 10 campos; em trés casos ndo foi possivel atingir este
numero de campos avaliados em fung¢do da dimensdo dos cortes histologicos tumorais.
Previamente a realizagdo da mensuracdo, todas as imagens passaram pela deconvolugdo. A
partir da imagem em Hematoxilina, confeccionou-se uma “mascara” para cada campo a ser
analisado, de forma a contemplar todos os ntcleos de células neoplasicas presentes no campo
(Figura 12). Com a ferramenta Draw tool (Flood fill toll), procedeu-se a eliminagdo de células
(nucleos de células) do estroma, corando toda esta parte de branco, para permitir que a
mascara contornasse apenas os nucleos neoplasicos. Apos a selecdo de nucleos, utilizamos a
ferramenta Roy Manager, gravando assim a delimitagdo selecionada na imagem de
hematoxilina. Em seguida, esta “mascara” foi aplicada a imagem em DAB (Figura 13).

Ap0s a aplicagdo da mascara, mensurou-se, primeiramente, a area total nuclear para a
obtencdo da média. Em seguida, aplicou-se os valores de cut-offs (Figural4) a partir da
ferramenta Threshold. Desta forma, somente as marcac¢des nucleares acima ou abaixo desses
valores foram medidas.

Ao ajustar os valores dos cut-offs, faz-se a mensuracao clicando em “Analyze” e

“Measure”, sendo os valores resultantes das analises transferidos para a janela de Resultados.
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Figura 12 — Selecdo de nucleos a partir da imagem de hematoxilina para criagdo da mascara que sera
utilizada na imagem de DAB. (Fonte: Laboratorio de Patologia Bucomaxilofacial — FOUFU).
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Figura 13 — Imagem de DAB com a mascara aplicada proveniente da imagem de Hematoxilina,
demonstrando que somente os nucleos sdo marcados para mensuragdo. (Fonte: Laboratorio de

Patologia Bucomaxilofacial — FOUFU).
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Figura 14 — Janela do Threshold. A barra inferior da ferramenta ¢ utilizada para se trabalhar com os
valores de cut-offs maximos, e a barra superior para cuf-offs minimos.

5.3.3 Analise imuno-histoquimica dos valores de Ki67

O principio de avaliagdo para o Ki67 seguiu aquele considerado para a anélise das
modificagdes de histonas H3K9ac e H4K12ac, considerando-se apenas o percentual de area
ocupada pelos nucleos marcados em relacdo a area total de nucleos da imagem original. A
determinagdo da imunomarca¢cdo dos nucleos positivos para Ki-67 foi realizada pela
identificacdo de diferentes matizes de coloragcdio marrom na imagem DAB apds a

deconvolugdo da imagem histologica original imunomarcada.

5.4 Estatistica

Os valores obtidos para os dados sociodemograficos e clinicopatologicos e de
expressao antigénica (IOD) serdo descritos a partir de estatistica descritiva utilizando-se de

valores médios, medianos e de percentuais.

5.4.1 Analise dos dados
Para a realizagdo das andlises estatisticas, as variaveis foram assim categorizadas:
1. Idade: ndo idoso (<60 anos); idoso (> 60 anos);
2. Sexo: masculino; feminino;

3. Localizacdo das lesdes: glandulas maiores/glandulas menores;
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Dimensao: Ti: T1 e T2 (até 4 cm); Ta: T3 e T4 (> que 4 cm);
Estadiamento: Inicial (E1 e E2) e Avangado (E3 e E4);

Presenca de recidivas: sim e ndo;

r

4
5
6. Presenca de metastases: sim ¢ nao;
7
8. Obito/FPT: sim e nio;

9. Alteragdo de histonas: hipoacetilado (< cut-off); hiperacetilado (> cut-off).

Foram considerados fora de possibilidade terapéutica (FPT) aqueles pacientes com
doenga (primdria, metastatica, recidivante) cujo tratamento ndo viabilizaria possibilidade
técnica de remocao da lesdo, pacientes com estado geral de saude que ndo permitiria qualquer
tipo de proposta terapéutica.

A andlise estatistica sera realizada utilizando-se de software GraphPad, versao 5.01
(GraphPad Software, Inc. San Diego, EUA). Inicialmente, os valores obtidos para os
diferentes grupos foram testados quanto a distribui¢do gaussiana pelo teste padrao do sofiware
(D"Agostino & Pearson), resultando em distribui¢do ndo normal. Para avaliacdo comparativa
dos valores dos grupos testados foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, com post-hoc teste de
Dumm. Para a avaliacdo comparativa dos valores de IOD obtidos entre dois grupos
representativos das varidveis definidas para os casos de ACP e CAC (idade e sexo dos
pacientes, localizacdao, tamanho do tumor, estagio da lesdo, presen¢a de recidivas e metastase
e sobrevida dos pacientes discriminados acima) foi empregado o teste ¢ de Student para
distribui¢do normal e U de Mann-Whitney para ndo normal. O teste de correlacdo de
Spearman foi empregado para verificar a correlagdo entre os valores de IOD para as MPTH e
a extensao 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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6. RESULTADOS

6.1 Dados sociodemograficos e clinicopatologicos

O presente estudo foi composto por 67 amostras de neoplasias malignas de glandulas
salivares, sendo 29 casos de pacientes portadores de ACP e 38 de CAC. Os casos de ACP
foram diagnosticados em pacientes com média etaria de 58,8 (£ 11,6) anos, com pico de
frequéncia na 6* década de vida, sem predilegdo por sexo e maior incidéncia no palato
(40,7%). Em relagdo ao tamanho, houve uma frequéncia maior de tumores entre > 2 ¢ <4 cm
(50%), com média de 3,54 cm (£ 2,2). Dos tumores diagnosticados, 65% se encontravam em
estagio inicial (3/20); 20% apresentaram recidivas (4/20); metéstases ocorreram em 15% da
amostra (3/20), todas para os pulmoes. Além disso, 20% dos pacientes foram a dbito ou se
encontravam fora de possibilidades terapéuticas (FPT) (4/20).

Para os casos de CAC, percebeu-se uma ampla faixa etaria (26-80) para diagndstico
da doenca, com média de 51,0 (£ 13,6) anos, e pico de frequéncia na 4* ¢ 5* década de vida. A
maioria dos diagnésticos foi em mulheres (63,9%), com maior frequéncia de casos em
glandulas submandibulares (27,8%), seguidas do palato (25%). A maior parte dos tumores
mostrou dimensao entre > 2 e < 4 cm (55,2%), com média de 4,0 (= 2,4). 57,6% dos casos
eram tumores em estdgio avangado (19/33), 9,1% apresentaram recidivas (3/33), sendo que
30,3% de todos os tumores produziram metastases (10/33), com 10% em linfonodos € 90% a
distancia, sendo o pulmao o principal sitio acometido (77,8%). Além disso, 27,3% dos
pacientes tiveram 0bito/FPT (9/33). Os dados clinicopatologicos detalhados dos dois tumores

encontram-se distribuidos na Tabela 1.



Tabela 1 - Dados clinicopatoldgicos dos pacientes com Adenocarcinoma Polimorfo (ACP) e
Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) de glandulas salivares.

Variaveis! ACP CAC
Idade Média + DP 58,8 (£11,6) 51 (£13,6)
Variagao 39-86 26-80
Sexo Feminino 14 (52%) 23 (63,9%)
Masculino 13 (48%) 13 (36,1%)
Localiza¢ao Pardtida 3 (11,2%) 5(13,9%)
Submandibular - 10 (27,8%)
Sublingual - 2 (5,5%)
Assoalho bucal 2 (7,4%) 2 (5,5%)
Bochecha 4 (14,8%) 1(2,8%)
Gengiva 2 (7,4%) -
Labio 1(3,7) 1(2,8%)
Lingua - 5(13,9%)
Mucosa 4 (14,8%) -
Palato 11 (40,7%) 9 (25%)
Trigono - 1(2,8%)
Tamanho <2cm 7 (27%) 4 (13,8%)
>2-<4cm 13 (50%) 16 (55,2%)
>4 cm 6 (23%) 9 (31%)
Estadiamento Inicial 13 (65%) 14 (42,4%)
Avangada 7 (35%) 19 (57,6%)
Recidiva Presente 4 (20%) 3(9,1%)
Ausente 16 (80%) 30 (90,9%)
Metastase Presente 3 (15%) 10 (30,3%)
Ausente 17 (85%) 23 (69,7%)
Obito/FPT? Sim 4 (20%) 9 (27,3%)
Nao 16 (80%) 24 (72,7%)
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1. Os percentuais informados na Tabela foram baseados no nimero de casos para os quais os dados
foram obtidos: Idade: ACP: 25, CAC: 36; Sexo: ACP: 27; CAC: 36; Localizagao: ACP: 27, CAC: 36;
Tamanho: ACP: 26, CAC: 29; Estadiamento, recidiva, metastase € obito/FPT: ACP: 20, CAC: 33.
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6.2 Analise e avaliacao imuno-histoquimica

6.2.1 H3KY9ac e H4K12ac

A andlise das glandulas salivares controles mostrou uma positividade difusa no
parénquima, presente em todos os tipos celulares, com intensidades variadas (Figura 15). A

analise quantitativa das marcagdes para MPTH de H3K9ac mostrou variagdes de intensidade

para 10D (0,09 a 0,84), com média de 0,24; enquanto que para H4K12ac o IOD variou de
0,09 a 1,03, com média de 0,27.
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Figura 15 — Imunomarcagido de H3K9ac ¢ H4K12ac no parénquima das glandulas salivares. Percebe-
se que todo o parénquima mostrou evidéncia do antigeno para H3K9ac, com ampla variagdo em
intensidade e localizagdo celular: marcacdo mais atenuada em (A) e mais intensa em (B). O mesmo
ocorre com H4K12ac: em (C) marcacdo menos intensa ¢ em (D) mais acentuada. (Método da

estreptavidina-Biotina/Hematoxilina de Harris, aumento original: 200x).

6.2.2 H3K9ac em amostras tumorais

Para o ACP, ndo foi possivel identificar um tipo celular ou um arranjo mais
frequentemente imunomarcado. A intensidade variou, com predominancia de casos com
marcacao leve a moderada, e mais raramente casos com prevaléncia de intensa positividade.
Nos casos de CAC, a maior densidade de imunomarcagdes foi presenciada nas células com

fendtipo mioepitelial (células abluminais, externas, € em contato com estroma tumoral), nos
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diferentes arranjos arquiteturais do tumor, prevalecendo intensidades fraca e moderada
(Figura 16).
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Figura 16 — Imunomarcacao de H3K9ac nos tumores. Para o Adenocarcinoma Polimorfo e Carcinoma
Adenoide Cistico, a positividade variou com prevaléncia das marcagdes leves (A e E) e moderadas (C
e G). Em (A), (O), (E) e (G) os cortes ensaiados para imuno-histoquimica com hematoxilina de Harris;
em (B), (D), (F) e (H) aspecto apds deconvolucdo da imagem, mostrando apenas os ntcleos marcados.

(Método da estreptavidina-Biotina/Hematoxilina de Harris, aumento original: 200x).
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Na avaliacdo da imunomarcacdo para H3K9ac em ACP, percebeu-se uma variacao
para valores de IOD, compreendendo de 0,113 a 0,394, com uma intensidade média de 0,144
(£ 0,08). A imunomarcagdo para os casos de CAC seguiu a mesma tendéncia, com um
espectro de IOD variando de 0,055 a 0,413, com média de 0,27 (£ 0,07). Diferencas
significativas foram observadas entre os valores para as amostras de ACP e controle, e entre
ACP e CAC (p=0,0001) (Figura 17).

Baseado nos valores minimos ¢ maximos de IOD para o Grupo Controle constatou-
se que nenhum dos casos de ACP mostrou valores de IOD que poderiam ser relacionados a
baixa expressdo de acetilagdo. Para os CAC, 5,2% das amostras (2/38 casos) mostraram
reducdo de H3K9ac. Nenhum dos valores de IOD estava além do limite maximo encontrados

para as amostras controle.
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Figura 17 — Distribui¢do dos valores de IOD para as amostras do grupo controle, Adenocarcinoma
Polimorfo (ACP) e Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) referentes a imunomarcagdo para H3KO9ac.
Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos controle ¢ CAC. Diferengas
estatisticamente significativas foram observadas entre os valores de IOD de ACP para o grupo
controle e entre ACP para os do CAC ( * ). (Teste de Kruskal-Wallis: p = 0,0001; pos-teste: p <0,05).

Ao analisar os valores de IOD para os grupos de varidveis clinicopatologicas
estratificadas (ver “Analise dos dados”), observou que os valores para casos no sexo
masculino; idosos, doenga inicial, casos nao recidivantes, metastaticos ¢ de 6bito/FPT foram
maiores que o seu correspondente nos casos de ACP (Figura 18). A Unica variavel que
demonstrou diferenca estatistica significante foi recidiva (Teste ¢ de Student, p = 0,02).

Anadlise semelhante conduzida para os casos de CAC evidenciou valores mais altos

para as variaveis sexo feminino, ndo-idosos, doenga avancada, casos ndo recidivantes e nao
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metastaticos, ¢ de Obito em relagdo ao seu par correspondente (Figura 19). Nao foram

observadas diferencas significativas entre os valores para as variaveis estudadas.
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Figura 18 — Comparacdo dos valores de IOD de H3K9ac observados nos casos de Adenocarcinoma
Polimorfo para os diferentes estratos das variaveis clinicopatologicas analisadas. (A) Idade (teste ¢t U
de Mann-Whitney, p = 0,552); (B) Sexo (teste ¢ U de Mann-Whitney, p = 0,520); (C) Localizagdo
(teste ¢t U de Mann-Whitney, p = 1,0); (D) Tamanho (teste ¢ U de Mann-Whitney, p = 0,715); (E)
Estadiamento (teste ¢ de Student, p = 0,087); (F); Recidiva (teste ¢ de Student, p = 0,020); (G)
Metastase (teste ¢ de Student, p = 0,847); (H) Obito/FPT (teste ¢ de Student, p = 0,865).
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Figura 19 — Comparagdo dos valores de IOD de H3K9ac observados nos casos de Carcinoma
Adenoide Cistico para os diferentes estratos das variaveis clinicopatologicas analisadas. (A) Idade
(teste ¢ de Student, p = 0,744); (B) Sexo (teste ¢ de Student, p = 0,555); (C) Localizagao (teste ¢ de
Student, p = 0,61); (D) Tamanho (teste ¢ de Student, p = 0,773); (E) Estadiamento (teste # de Student, p
= 0,185); (F); Recidiva (teste ¢ de Student, p = 0,318); (G) Metastase (teste ¢ de Student, p = 0,301);
(H) Obito/FTP (teste ¢ de Student, p = 0,180).
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Utilizando-se o cut-off minimo (IOD: 0,10) foi possivel avaliar a percentagem de
area hipoacetilada marcada. A area hipoacetilada no ACP variou entre 0,016 a 56,8%, com
mediana de 7,85% (+ 15,5). As amostras de CAC apresentaram valores entre 0,02 a 80,65%,
mediana de 0,53 (£ 17,2). Nessa analise, observou-se uma diferenca estatistica significativa,
na qual se encontra uma maior percentagem de drea hipoacetilada marcada no ACP (Figura

20).

100- *
[ ]
80 - ]
g 60+ ]
S ® -

n<: 40- b
e _o8
201 __—=fwe
[ |
o-—lum—ﬁ )

Figura 20 — Valores de area (%) hipoacetilada marcada para H3K9ac. Houve uma diferenca

estatisticamente significativa entre as amostras de ACP e CAC (*). (Teste ¢ U de Mann-Whitney, p =
0,0001).

6.2.3 H4K12ac em amostras tumorais

As reagdes para H4K12ac apresentaram marcagao de fraca a moderada (Figura 21).
Assim, foi observada ampla variagdo para valores de IOD no ACP, compreendendo o
intervalo de 0,072 a 0,276, com uma intensidade meédia de 0,114 (+ 0,06). A mesma tendéncia
foi observada para imunomarcag@o nos casos de CAC, com um espectro de IOD variando de
0,05 a 0,352, com média de 0,115 (£ 0,06). Diferencas significativas foram observadas entre
os valores de ambas as amostras tumorais para o controle (Figura 22).

Baseado nos valores minimos e maximos de IOD para o Grupo Controle
identificamos que 24% (7/29) das amostras de ACP mostraram valores menores de IOD que
poderiam ser relacionados a diminui¢do de expressdo de H4K12ac, enquanto para os CAC
este fendmeno ocorreu em 34% das amostras (13/38 casos). Nenhum dos valores de 10D

estava além do limite maximo de IOD encontrados para as amostras controle.
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Figura 21 — Imunomarcacdo de H4Kl12ac nos tumores. Para o Adenocarcinoma Polimorfo e
Carcinoma Adenoide Cistico, a positividade variou com prevaléncia das marcacdes leves (A e E) e
moderadas (C e G). Em (A), (C), (E) e (G) os cortes ensaiados para imuno-histoquimica com
hematoxilina de Harris; em (B), (D), (F) e (H) aspecto apdés deconvolu¢do da imagem, mostrando
apenas os nucleos marcados. (Método da Estreptavidina-Biotina/Hematoxilina de Harris, aumento
original: 200x).
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Figura 22 — Distribui¢do dos valores de IOD para as amostras do grupo controle, Adenocarcinoma
Polimorfo (ACP) e Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) referentes a imunomarcagdo para H4K12ac.
Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos ACP e CAC. Diferengas
estatisticamente significativas foram observadas entre os valores de 10D de ACP (*) para o grupo
controle e entre CAC para o controle (*). Teste de Kruskal-Wallis: p < 0,0001; pos-teste: p < 0,05).

Ao analisar os valores de IOD para os grupos de varidveis clinicopatologicas
estratificadas (ver “Analise dos dados”) em H4K12ac, observou que os valores para casos no
sexo masculino; nao-idosos, doenca inicial, casos ndo recidivantes, metastaticos e de obito
foram maiores que o seu correspondente nos casos de ACP (Figura 23); embora ndo tenha
havido diferenca estatistica significante.

A andlise semelhante conduzida para os casos de CAC evidenciou valores mais altos
para as varidveis sexo masculino, nao-idosos, doenca avancada, casos recidivantes,
metastaticos e de Obito em relagdo ao seu par correspondente (Figura 24). A tnica varidvel
que apresentou diferenca significativa foi metéstase (teste U de Mann-Whitney, p = 0,04).

Na avaliacdo da percentagem de area hipoacetilada marcada, os valores de ACP
variaram de 2,53 a 72%, com média de 34,3% (= 21,7). As amostras de CAC apresentaram
valores entre 1,97 a 91,7%, média de 40,5 (£ 23,0). Esse teste ndo apresentou diferenga

estatisticamente significativa (Figura 25).
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Figura 23 — Comparaggo dos valores de [OD de H4K12ac observados nos casos de Adenocarcinoma
Polimorfo para os diferentes estratos das variaveis clinicopatologicas analisadas. (A) Idade (teste ¢t U
de Mann-Whitney, p = 0,776); (B) Sexo (teste ¢ U de Mann-Whitney, p = 0,368); (C) Localizagao
(teste t U de Mann-Whitney , p = 0,48); (D) Tamanho (teste # U de Mann-Whitney, p = 0,657); (E)
Estadiamento (teste # U de Mann-Whitney, p = 0,474); (F) Recidiva (teste ¢ de Student, p = 0,084); (G)
Metéstase (teste ¢ de Student, p = 0,673); (H) Obito/FPT (teste ¢ de Student, p =0,327).
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Figura 24 — Comparagao dos valores de IOD de H

4K 12ac observados nos casos de Carcinoma

Adenoide Cistico para os diferentes estratos das variaveis clinicopatologicas analisadas. (A) Idade
(teste ¢ de Student, p = 0,13); (B) Sexo (teste ¢ de Student, p = 0,42); (C) Localizagdo (teste ¢ U de
Mann-Whitney, p = 0,70); (D) Tamanho (teste ¢ de Student, p = 1,0); (E) Estadiamento (teste ¢ de
Student, p = 0,37); (F) Recidiva (teste ¢ de Student, p = 0,43); (G) Metastase (teste t U de Mann-
Whitney, p = 0,04); (H) Obito/FPT (teste ¢ de Student, p = 0,80).
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Figura 25 — Valores de area (%) hipoacetilada marcada para H4K12ac. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras de ACP e CAC. (Teste ¢ de Student, p = 0,276).

6.3 Proliferacio celular e MPTHs

Os resultados referentes a atividade proliferativa, dada pela extensao da positividade

a Ki67 (Figura 26), mostrou percentual médio 3,46% para ACP e 3,34% para CAC. Estes

valores ndo foram estatisticamente diferentes.
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Flgura 26 — Imunomarcag:ao K167 Em (A) amostras de ACP marcadas com K167 ¢ em (B) a mesma
imunomarcagdo em CAC. (Método da estreptavidina-Biotina/Hematoxilina de Harris, aumento

original: 200x).

A andlise de correlagdo entre valores de IOD para H3K9ac e Ki67 mostrou-se fraca
e inversa para os casos de ACP e CAC. Em ambas as situagdes ndo se mostraram
estatisticamente significativas. A correlagdo também entre Ki67 e H4K12ac nao apresentou
diferencas estatisticas significantes, embora tenha havido uma correlagdo fraca, porém

positiva (Figura 27).
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Figura 27 — Correlagdo entre valores de IOD das MPTHs (H3K9ac e H4K12ac) e a extensdo da
atividade proliferativa a partir de valores obtidos de imunopositividade para Ki67. Correlagdo entre
Ki67 e H3K9ac nas amostras de ACP (A) (r=-0,011, p =0,951) e CAC (B) (r=- 0,019, p = 0,057.
Correlagao entre Ki67 e H4K12ac em ACP (C) (r = 0,155, p = 0,421) e CAC (D) (r = 0,027, p =
0,868). Teste de Spearman.
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7. DISCUSSAO

A epigenética tem ganhado grande importancia na compreensao dos tumores € seu
comportamento biologico, principalmente devido a reversibilidade inerente dessas alteracdes,
ao contrario das mutacdes genéticas (BARTKE; BORGEL; DIMAGGIO, 2013). Uma das
alteragdes epigenéticas sdo as modificagdes de histonas, as quais podem sofrer agdo de
diferentes enzimas levando a processos de metilacao, fosforilagdo, ubiquitinacao e acetilagao,
que desencadeiam o relaxamento da cromatina e a transcricdo de genes, ou o contrario, a
compactagdo da cromatina e a repressao génica (PERRI; LONGO; GIULIANO, 2017). Dessa
forma, participam de processos como transcrigdo, replicacdo e reparo do DNA, e tém sido
encontrados nos mais diversos tipos tumorais, como: figado, pulmao, rim, colorretal, mama,
prostata, pancreas, estomago e eséfago (CHERVONA; COSTA, 2012). Embora haja alguns
trabalhos sobre essas alteragdes nos tumores de glandulas salivares, estes ainda sdo bastante
escassos, em especial no que se refere ao ACP.

A acetilagdo de certas histonas tem sido associada a ativagao transcricional de genes,
enquanto que a desacetilagdo pode silenciar genes supressores tumorais; € o desequilibrio
nesses processos em regides promotoras contribuem para alteracdes nas expressoes de
diversos genes, contribuindo para a carcinogénese e progressao em diferentes tipos de cancer,
tornando-se alvo de investiga¢do intensa (JULIANO et al 2016). Levando em consideracao
essas informacgdes, e com o objetivo de compreender melhor a participacao das histonas no
surgimento e progressdao tumoral do ACP e CAC, avaliamos por imuno-histoquimica os
padrdes de expressio para H3K9ac e H4Kl12ac, comparando-os aos valores de
imunorreatividade presente nos tecidos glandulares normais.

Ao avaliar a imunomarcagdo dos tumores para H3K9ac, observou-se diferenga
estatistica significativa entre ACP com os grupos controle e CAC, sugerindo que essa
diminuigdo na expressao de H3K9ac no ACP pode contribuir para o surgimento deste tumor,
e concorda com os baixos niveis também encontrados em cancer de es6fago e carcinomas de
células renais, bem como diminui¢do de niveis de H3 em tumores de glandulas salivares
(TZAO et al., 2009; MOSASHVILLI et al, 2010; KISHI, 2005). Também obtiveram o mesmo
resultado o estudo em carcinoma oral de células escamosas (COCE), cuja andlise de

expressdao de H3K9ac apresentou-se com valores abaixo dos encontrados no tecido normal da
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mucosa oral. Além disso, foi observada no COCE concomitantemente, aumento da
reatividade do Ki67 e da vimentina, este ultimo marcador da transi¢ao epitélio-mesenquima
(TEM) (WEBBER et al, 2017). Pacientes portadores de glioma que apresentaram uma
diminui¢do da porcentagem de marcacdo nuclear para H3K9ac apresentaram uma menor

sobrevida (LIU; CHENG; ZHANG, 2010).

O CAC nao apresentou diferengas de reatividade em relacdo ao controle,
demonstrando que a H3K9ac ndo ¢ importante para o seu aparecimento, ao contrario do que
tem sido evidenciado em outros tumores malignos, como os ependimarios. Nesses tumores, a
diminui¢do na expressao de H3K9ac esta correlacionada com tumores mais recorrentes e
proliferativos (EBRAHIMI et al, 2013). Trabalho de Xia et al. (2013) relatam que o aumento
de H3K9ac foi compativel a uma melhor expectativa de vida. Em relagdo as estratificagdes
dos grupos, os casos recidivantes em ACP apresentaram menor expressdo quando comparado
aos casos nao recidivantes, demonstrando que essa diferenca pode ser importante para o
retorno da neoplasia. Para comparacdo entre a area hipoacetilada marcada, o ACP demonstrou
ter um percentual maior, levantando-se a possibilidade que esse fato possa colaborar para a
diferenca no perfil de invasao e agressividade dos dois tumores.

Diferentemente do trabalho realizado por Moraes (2014), no qual ndo foram
encontrados resultados relevantes para modificagdao de H4K12ac no cancer de tireoide, nossas
analises para este mesmo marcador resultou em diferencas estatisticas significativas para o
ACP e o CAC em relacdo ao controle, demonstrando que esta MPT de histona pode ser um
marcador importante para esses tumores. Concordando com nosso estudo, baixa expressao de
H4K12ac também foi encontrada em tumores de mama, queilite actinica, cancer colorretal e
pancreatico (ELSHEIKH et al., 2009; FREITAS FILHO, 2015; ASHKTORAB et al., 2009;
MANUYAKORN et al., 2010).

Contudo, Juliano et al (2016) encontrou altos niveis de expressao tanto de H4K12ac
e H3K9ac nos tumores pancreaticos. Paralelamente, essas modificacoes também foram
relatadas em niveis mais elevados nos casos de tumores mais bem diferenciados.

Hiperacetilagdo H3K9 foi encontrada em adenomas pituitarios em comparagdo com
tecido normal correspondente. Esse aumento de acetilagdo segue juntamente a uma maior
gravidade tumoral e proliferacdo celular, podendo ser considerado um marcador relevante
neste tumor (EBRAHIMI; SCHITTENHELM; HONEGGER, 2011). Corroborando com este

trabalho, Ribeiro (2017) encontrou expressao mais elevada de H3K12ac e H4k12 em tumores
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odontogénicos malignos em comparagdo aos benignos. Assim como 0s autores anteriormente
citados, S’antana (2014) encontrou um maior aumento de expressao de H3K9ac nos
pacientes metastaticos, e esses niveis aumentados se associaram a recidiva e metastase.

Diferenca importante na avaliacdo dos grupos para H4K12ac foi encontrada nos
casos de metastase em CAC, na qual os pacientes metastaticos apresentaram valores de 10D
maiores que os nao-metastaticos. Em relagao a avaliagao do percentual de area de reducao da
expressao, nao houve diferenca entre os tumores, podendo estes dados nos sugerir que a a
menor expressdo de H4Kl12ac ¢ importante para o surgimento tumoral, mas nido para a
progressdo, uma vez que o ACP e o CAC possuem um padriao de invasdo e agressividade
diferentes.

Devemos levar em consideracao que as modificagdes encontradas em nosso estudo
para H3K9ac e H4K12ac podem ter surgido do desequilibrio entre as enzimas HATSs e
HDAC:S, responsaveis por adicionar e remover o grupo acetil dos residuos de lisina, alterando
0 acesso a cromatina, € consequentemente favorecendo ou reprimindo a transcricdo de
diversos genes. Devido a estas possiveis causas, ¢ de suma importincia o estudo das HATs e
HDACs nesses tumores, com o objetivo de verificar a possibilidade de essas enzimas

contribuirem para o surgimento e progressao do ACP e CAC.

Embora estudo realizado em tumores benignos e malignos de glandulas salivares
tenham demonstrado que a imunomarcagdo de Ki67 € inversamente proporcional a de
H3K9ac, nossas analises niao encontraram correlagdo entre os marcadores H3K9ac e
H4K12ac com a proliferagdo celular, sugerindo que nesses tumores, ambas modificagdes de
histonas nao estao diretamente relacionadas a esse fenomeno (WAGNER et al; 2017).

Devemos ressaltar que ainda existem dificuldades e limitacdes inerentes na avaliagdo
e interpretacdo dos resultados das MPTs. Levando isso em consideragdo, tentamos buscar
uma analise que pudesse ser mais objetiva através da utilizagdo do software ImageJ, embora
saibamos que como outros métodos ele possa ter caracteristicas que sejam limitadoras. Além
disso, foi fundamental conhecermos o perfil de expressao de H3K9ac e H4K12ac no tecido
glandular normal e estabelecermos valores considerados como constitutivos, e a partir disso
avaliar a expressdo das MPTs nos tumores. Em nosso trabalho também buscamos observar
areas de reduzida expressao de acetilacdo, uma vez que este achado tem sido associado a um

papel importante no surgimento e prognodstico de diversos tumores. Técnicas quantitativas,
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como Western Blotting, podem ser utilizadas paralelamente ao método de imuno-
histoquimica, no sentido de tornar os dados obtidos mais densos.

Uma vez que a acetilagdo esta relacionada a transcricdo de genes, a diminuicao de
sua expressdo pode levar ao silenciamento de genes supressores de tumor e aqueles
responsaveis pelo reparo do DNA, enquanto que altos niveis de sua expressdao poderiam levar
a transcri¢do de oncogenes. Em resumo, embora os dados obtidos nesse estudo sejam
relevantes, ¢ imprescindivel que novos trabalhos sejam desenvolvidos buscando cada vez
mais uma melhor compreensao da participacao das modificagdes pos-traducionais de histonas
na biologia tumoral do ACP e CAC, uma vez que elas, ao contrario das alteragcdes genéticas,
podem ser revertidas e utilizadas para o desenvolvimento de novas terapias que consigam

melhores resultado
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8. CONCLUSAO

1. As modificagdes pos traducionais de histonas acetiladas H3K9ac e H4K12ac
foram identificadas nas células glandulares ductais e acinares do adenocarcinoma polimorfo e

carcinoma adenoide cistico de glandulas salivares.

2. Considerando os valores médios de IOD para as modificagdes de histonas testadas,
foi possivel verificar que predominou baixa expressao de H3K9ac no ACP, comparativamente
ao CAC e ao parénquima das glandulas salivares. Este achado foi corroborado pela area maior
de valores correspondentes a redug¢do da expressdo da acetilacdo. Esses achados nos sugerem
a acetilagdo H3K9 contribui para o surgimento do ACP, podendo vir a ser um importante

marcador diagndstico para diferencia-lo do CAC.

3. Para ambos os grupos tumorais, houve uma tendéncia para redugdo de expressao
de H4Kl12ac, comparativamente aos controles, ndo havendo diferencas entre os grupos
tumorais. Esses resultados nos permitem perceber, que essa modificacao esta relacionada a

carcinogénese dos tumores estudados.

4. Nao observamos nenhuma correlagdo significativa entre os niveis de H3K9ac e
H4K12ac e proliferagdo celular, sugerindo que no ACP e CAC, essas modificagdes ndo estao

relacionadas a este fendmeno.

5. Niveis de IOD para H3K9ac foram relacionados a recidivas no ACP, enquanto que
para H4K12ac diferencas estatisticas significativas foram observadas em relagdo a metéstase
no CAC. Os resultados apontam que as modificagdes poOs traducionais de histonas estdo

envolvidas na tumorigénese do ACP e CAC.
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Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Uberlandia/ UFU/ MG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.001.481

Apresentagio do Projeto:

Conforme apresenta o protocolo: As modificacdes epigenéticas tém ganhado atencdo no estudo da
carcinogénese juntamente com as alteracdes genéticas. Evidéncias recentes sugerem a participacdo de
componentes epigenéticos também em lesdes cancerizaveis. Esse estudo foi desenvolvido para analisar as
alteracdes epigenéticas associadas a carcinogénese humana na regido bucomaxilofacial. Padrées dessas
alteracdes tém sido observados em amostras dessas neoplasias. A identificacdo e caracterizacdo desses
distintos padrdes se faz essencial para o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes e efetivas, além de
proporcionar a tentativa de explicar a etiopatogenia, e detectar possiveis influéncias das mesmas no
comportamento desses tumores Até recentemente, o sequenciamento de DNA para identificar mutagdes
genéticas em neoplasias era impraticavel e caro. Os recentes avancos tecnologicos nesse processo, como a
criacdo do método de sequenciamento de dltima geragdo, baseada no uso de semicondutores lon Proton,
otimizou o custo e o tempo do sequenciamento, além de oferecer resultados mais confiaveis.

Usando o lon Proton, os pesquisadores sequenciardo genes mais comumente relacionados as alteracdes
em histonas, buscando identificar o papel dessas alteracdes epigenéticas em amostras de tumores benignos
e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal,

tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis
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(leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica). Serdo considerados na composicdo da amostra tumores
benignos e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignosodontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia
e queilite actinica). Todos os casos incluidos nesse estudo serdo coletados prospectivamente, a partir da
aprovacao do presente projeto, e retrospectivamente, a partir de 1978 (inicio do arquivamento das amostras
cirdrgicas do Laboratario de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia). A coleta dos casos em ambas as situacdes se fara até 2021 periodo limite do
desenvolvimento do estudo, perfazendo um namero provavel de 320 amostras ao final, baseado na
frequéncia de seus diagndsticos registrados no Laboratorio de Patologia do Curso de Odontologia. Todos os
casos eletivos serdo incluidos no estudo a partir da aceitacdo do paciente, mediante a assinatura de termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar e analisar alteracdes epigenéticas, em amostras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos odontogénicos e lesbes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica) e sua relacio
com compartamento biolédgico e pardmetros clinicopatolégicos das lesfes supracitadas.

Objetivo Secundario:

A) Descrever as caracteristicas clinicopatoldgicas das lesdes estudadas, considerando, quando pertinente, a
possibilidade de estudar casos isolados ou pequenas serie de casos, especialmente quando os casos
trouxerem informacdes inusitadas em relacdo ao que € conhecido pela literatura;

B) Descrever e semiquantificar os padrdes de reatividade imunoistoquimica de varios antigenos
representativos das modificacdes de histonas, nas lesdes supracitadas;

C) Analisar os padrdes de reatividade imunoistoquimica com os dados clinico-patoldgicos nas diferentes
lesdes a busca de associacdes entre os padrdes e comportamento biolégico das lesdes e sobrevida dos
pacientes.

D) Quantificar por Western Blotting, a presenca de proteinas histonas modificadas, em amostras de tumores
benignos e malignos de glandula salivar {adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia
e queilite actinica);
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E) Mapear as mutacGes génicas de histonas em amostras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e gueilite actinica;F) Avaliar a
presenca de miRNA relacionados as proteinas histonas em amastras de tumores benignos e malignos de
glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores

benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, erntroplasia e queilite actinica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

Riscos: Os participantes incluidos na pesquisa serdo submetidos a riscos considerados minimos, que
consistem em incomodo ou desconforto no momento da coleta do material. Os mesmos serdo coletados
apds a retirada cirdrgica, que aconteceria, independentemente da realizagdo desta pesquisa. Essa coleta
sera realizada por profissional experiente das clinicas de estomatologia e cirurgia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia. O risco de identificacdo do participante da pesquisa
sera minimizado através da aplicacao das seguintes medidas: a privacidade do participante da pesquisa
sera respeitada, ou seja, seu nome ou qualguer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o
identificar, sera mantido em sigilo. Ndo serdo utilizadas identificacfes como as inicias do nome do
participante, cada participanie sera identificado por um ndmero no instrumento de coleta de dados e nos
tubos que serdo coletadas as amostras, garantindo assim o sigilo da sua identidade em todas as etapas da
pesquisa.

Beneficios: Quanto aos beneficios, o projeto pretende proporcionar um melhor entendimento acerca da
patogenia dessas lesbes. Entendemos que, a depender dos resultados obtidos, o conhecimento gerado por
este estudo podera somar-se a outros ja presentes na literatura ou motivar sua expansdo para que,
oportunamente, possamos vislumbrar o surgimento de técnicas terapéuticas no combate a essas
neoplasias, de forma menos invasiva e mais eficiente, proporcionando melhor gualidade de vida aos

pacientes tratados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto de pesquisa esta descrito de maneira detalhada, permitindo adequada interpretacdo para a

elaboragao do parecer ético deste comité.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Todos os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagdes:

N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

As pendéncias apontadas no parecer consubstanciado numero 1.864 897, de 05 de Dezembro de 2016,

foram atendidas.

De acordo com as atribuigcdes definidas na Resolug&o CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacédo do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo néo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacdo e da metodologia apresentadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2018.

Data para entrega de Relatorio Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2019.

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2020.

Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/UFU: Setembro de 2021.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAQ DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatorio da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escalha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentacao
pertinente ao projeto.

¢- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugdo
CNS 466/12, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientacdes ao pesquisador :

» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢cdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS
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466/12 ) e deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado.

» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
guando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram acdo
imediata.

» O 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
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprabatorio do CEF, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item lll.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P 14/12/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 804983.pdf 20:23:48
Qutros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 14/12/2016 [ADRIANO MOTA Aceito

CEP 1864897 pdf 20:23:12  |LOYOLA

Qutros Respostas_pendencias_CEP .pdf 14/12/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
20:22:32 |LOYOLA

Projeto Detalhado / |Projeto_pdf 14/12/2016 |ADRIANO MOTA Aceito

Brochura 20:18:20 |[LOYOLA

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE pdf 14/12/2016 [ADRIANO MOTA Aceito

Assentimento / 20:17:07  |[LOYOLA

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_ Rosto.pdf 07/10/2016 |[ADRIANO MOTA Aceito
11:31:04 JLOYOLA

Qutros Questionario_pdf 06/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
13:03:59 JLOYOLA

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Mdnica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br
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Cutros Declaracao_Instituicao_Co_Participante.| 05/10/2016 |ADRIANC MOTA Aceito
pdf 10:03:35 [LOYOLA

Declaracdo de termo_de_compromisso_da_equipe_exe| 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
Pesquisadores cutora.pdf 10:01:55 [LOYOLA

Outros Carta_de_encaminhamento_de protocoll 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
o.pdf 10:00:30 _[LOYOLA

Qutros Diretor_HO pdf 05/10/2016 |ADRIANC MOTA Aceito
09:58:04 |LOYQOLA

Qutros Diretor_FOUFU pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:57:24 |LOYQLA

Qutros Lattes pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:53:57 |LOYQOLA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

UBERLANDIA, 05 de Abril de 2017

Assinado por:

Sandra Terezinha de Farias Furtado

{(Coordenador)
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Anexo 2 — Calibracio em niveis de cinza

Para que a escala fosse calibrada, estabeleceu-se primeiramente, a medida dos valores de
cinza usando uma barra contendo 21 intervalos de densidades cromaticas (steps),
representando uma variacao de 0,05 a 3,05 (Figura 28). Para isto, mediram-se os primeiros 18
steps (os trés ultimos sdo indistinguiveis a olho nu; o Image/ limita a leitura em 20
intervalos). Para medir os 18 steps, desenhou-se um retangulo amarelo tal qual a sua 4rea nao
sobrepusesse a area imediatamente ao lado e o mesmo era movimentado da esquerda para a
direita e a densidade de cinza registrada (Figura). Para distinguir os ultimos steps da barra de

cinza, o contraste era aumentado usando o menu LUT do ImageJ.

066 step-tablet-epson-8bit.tif
25.64x3.22 cm (BO0x7TS);, 8-bit grayscale, 43K

Figura 28 — Barra de calibragdo da Kodak n°3 usada para calibragdo do sofiware ImageJ empregado
na analise de absorbancia da marcagdo antigénica. O retingulo em amarelo indica a area de cada passo
com sua respectiva densidade otica. (Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/)


http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/)

