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RESUMO

Os estudos sobre epigenética no carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) sao raros.
As modificagdes pos-traducionais de histonas (MPTHs) sdo reguladores essenciais da
expressdo génica e estdo desreguladas nos canceres. Nesse estudo, objetivou-se avaliar a
expressdo de demetilagdo de H3K4 (H3K4me2), trimetilacio de H3K4 (H3K4me3) e
acetilacao de H3K14 (H3K14ac) no CCEB e a relagdao delas com metastase ¢ sobrevida.
Amostras parafinadas de 90 casos de CCEB foram obtidas e submetidas a marcagdao imuno-
histoquimica com os anticorpos anti-H3K4me2, anti-H3K4me3 e anti-H3K14ac. Para
determinar seu papel na metastase, os pacientes foram divididos em tumores primarios nao
metastaticos (PNM) e primarios metastaticos (PM). Todas as imunomarcagdes foram
avaliadas usando o software Image J e as expressdes nucleares aferidas de acordo com o
indice de densidade otica integrada (IOD). A expressdo de cada MPTH foi comparada entre
PNM e PM, andlises de correlacdo entre elas e as caracteristicas clinicopatologicas foram
investigadas. Testes de sensibilidade e especificidade foram estabelecidos para cada MPTH
através da curva ROC; sendo a curva também usada para estabelecer o cut off de cada
modificagdo e distinguir entre tumores com alta e baixa expressdao. Curvas de sobrevida e
analises univariada e multivariada também foram empregadas. A positividade das células
tumorais foi nuclear. A mediana da expressdo de H3K14ac foi significativamente maior no
grupo PM. O aumento de H3K4me3 foi correlacionado com tabagismo, diferenciagdo tumoral
e sobrevida. Além disso, altos expressao de H3K4me3 tiveram um impacto negativo na
sobrevivéncia dos pacientes. A curva ROC mostrou que a H3K14ac apresentou a maior
sensibilidade (81,3%), sugerindo o uso desta como ferramenta de triagem de pacientes com
potencial de desenvolver metastases (NO). Nenhuma das MPTHs mostrou ser um fator de
prognodstico independente pela andlise multivariada. A avaliacdo conjunta dos niveis de
expressao das MPTHs mostrou que a combinacdo de baixos niveis de H3K4me?2, altos
H3K4me3 e altos H3k14ac afetaram significativamente a sobrevivéncia do grupo PM. Em
conclusdo, nossos achados mostraram que H3K14ac estava altamente expressa no grupo PM.
Altos niveis de H3K4me3 diminuiram a sobrevida dos pacientes, além do aumento desta estar

correlacionado aos pacientes tabagistas e também com tumores menos diferenciados.

Palavras chave: Modificacoes de histonas, metilagdo de H3K4, acetilagdo de H3K14,
progndstico, metastase, carcinoma de células escamosas, cavidade bucal.



ABSTRACT

Studies on epigenetics in oral squamous cell carcinoma (OSCC) are rare. Post-translational
histone modifications (MPTHs) are essential regulators of gene expression and are
deregulated in cancers. In this research we investigated the expression of demethylation of
H3K4 (H3K4me2), trimethylation of H3K4 (H3K4me3) and acetylation of H3KI14
(H3K14ac) in OSCC and their relationship with metastasis and survival. Paraffin-embedded
tissue samples of 90 OSCC patients were raised and submitted to immunohistochemical
staining with the antibodies against H3K4me2, H3K4me3 and H3K14ac. To determine their
role in metastasis, OSCC patients were divided into two groups: primary non-metastatic
tumors (PNM) and primary metastatic ones (PM). The nuclear MPTHs expression was
measured according to the integrated optical density index (IOD) by using the software Image
J. The expression of each MPTH was compared between the PNM and PM groups;
correlation analyzes between them and the clinicopathological characteristics were also
investigated. Sensitivity and specificity tests were established for each MPTH through the
ROC curve; The ROC curve was also used to establish the cutoff point for each MPTH in
order to distinguish high and low-expressing MPHT tumors. Survival curves and univariate
and multivariate analyzes were also employed. All tumor cells were positive in the nucleus.
Median H3K14ac expression was significantly higher in the PM group. An increased
H3K4me3 expression was correlated with smoking, tumor differentiation and reduced
survival. In addition, high levels of H3K4me3 had a negative impact on patient’s survival.
The ROC curve showed that H3K 14ac had the highest sensitivity (81.3%), suggesting that it
might be used as a screening test for detecting NO OSCC patients with great potential to
develop metastasis during the course of their diseases. None of the MPTHs showed to be an
independent prognostic factor in the multivariate analysis. A combination of MPTHs
expression levels showed that low H3K4me?2, high H3K4me3 and high H3k14ac expression
significantly affected the patients’ survival from the PM group. In conclusion, our findings
showed that H3K14ac was highly expressed in the PM group. High levels of H3K4me3
decreased the survival of patients and were correlated with tobacco use and less differentiated

tumors.

Keywords: Histone modifications, H3K4 methylation, H3K14 acetylation, prognosis,
metastasis, oral squamous cell carcinoma.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma cé¢lulas escamosas de boca (CCEB) ¢ uma neoplasia epitelial com
diferentes graus de diferenciagdo escamosa e com alta propensdo para desenvolver metéstases
linfonodais (NG et al., 2017). Por ser o tipo mais comum de cancer na cavidade bucal, o
CCEB representa 90% das neoplasias malignas, sendo o quinto tipo de tumor mais frequente
em homens (INCA, 2018). Acomete individuos, mais prevalentemente com idade entre 50 e
60 anos, sendo a borda lateral de lingua, labio inferior, assoalho de boca e mucosa jugal as
regides mais afetadas (OLIVEIRA et al., 2011).

Devido a auséncia de sintomas na fase inicial e a demora dos pacientes com CCEB
para procurar tratamento, esta neoplasia maligna ¢ freqlientemente diagnosticada em fase
tardia, diminuindo as chances de cura e de possibilidade terapéutica, o que vem a culminar
com a piora do progndstico (FARIA et al., 2003). O planejamento terapéutico e o progndstico
do CCEB estao diretamente relacionados ao estadiamento do tumor, recorréncia e a presenga
de metastase locorregional, sendo esta considerada um fator independente de progndstico,
diminuindo em 50% a sobrevida dos pacientes (AMIT et al., 2013; MATSUO et al., 2018).
Apesar dos avangos feitos nos ultimos anos quanto a sua detec¢do precoce e tratamento,
infelizmente as taxas de sucesso sdao ainda baixas (NI ef al., 2015). Deste modo, a busca por
outros potenciais fatores de prognosticos ¢ de suma importancia para melhorar a sobrevida do
CCEB (CAMPOS-FERNANDES et al., 2018).

De modo geral, sabe-se que a inducdo e o desenvolvimento do CCEB se devem a uma
soma de alteracOes genéticas combinadas com fatores de risco ambientais (principalmente
tabaco e consumo de alcool, mas também infecgdes virais) que levam a alteracdes na
atividade de oncogenes e genes supressores de tumor (IRIMIE er al., 2018). O nivel de
complexidade que leva a expressdo anormal desses genes ¢ extremamente alto e alteragdes
epigenéticas t€m sido colocadas em posi¢do de destaque nesse processo, pois se mostram
importantes reguladoras das funcdes génicas (CHEN et al., 2013). Atualmente, varios estudos
tém desvendado os complexos mecanismos epigenéticos € a maneira como eles podem
interferir no desenvolvimento e progressao do tumor, além disso, esses estudos tém mostrado
como eles cooperam com as alteragdes genéticas no desenvolvimento tumoral através de
regulagao de genes, incluindo os proto-oncogenes, genes supressores de tumores, genes
apoptoticos e genes de reparo do DNA (GASCHE; GOEL et al., 2012).

Os principais eventos epigenéticos estdo relacionados a metilagdo do DNA, a

modificagdo poOs traducional de histonas (MPTHs) e os microRNAs (KHAN; REDDY;
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GUPTA, 2015). Alteracdes nos padrdes de histona estdo presentes no cancer em determinados
genes ¢ também niveis globais (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). As proje¢des das
caudas de histonas sdo passiveis de sofrer varias modificagdes covalentes pos-tranducionais
envolvendo a adicdo de grupos quimicos, como os grupos metila, acetila e fosfato
(CASTILHO, SQUARIZE, ALMEIDA, 2017). Essas MPTHs ocorrem simultaneamente de
varias formas e em varios residuos de aminodcidos, além de poderem ocorrer em locais
isolados ou combinados a outras MPTHs, repercutindo funcionalmente de forma especifica e
variada na estrutura da cromatina (BANERJEE; CHAKRAVARTI, 2011).

Evidéncias crescentes sugerem que tanto a desregulacdo dos mecanismos de controle
das MPTHs quanto o aumento da expressdo delas sdo condigdes que estdo intimamente
associadas com os eventos da carcinogénese, incluindo o crescimento, diferenciacdo e morte
celular (TZAO et al., 2009). Uma vez que as MPTHs tém sido encontradas em diversos
tumores de forma reversivel, o conhecimento de sua participagdo na oncogénese potencializa
a perspectiva da constru¢do novas abordagens terapéuticas, ou mesmo complementares
aquelas classicamente ja utilizadas (IRIMIE et al., 2018). A literatura recente descreve
MPTHs sendo usadas inclusive na previsdo do progndstico de alguns tipos de cancer e na
sobrevida dos pacientes. Além disso, os niveis celulares de MPTHs também podem prever
respostas a certos agentes quimioterapicos, servindo como biomarcadores preditivos que
poderiam ser usados para tomar decisdes clinicas sobre a escolha e o curso da terapia
(CASTILHO; SQUARIZE; ALMEIDA, 2017).

Os residuos de histona estdo sujeitos a uma variedade de modificagdes, sendo a
metilacdo e acetilacdo dos residuos de lisina na histona H3 bastante explorados no estudo da
biologia tumoral. Tanto a acetilacdo (ac) como a metilagdo (me) das lisinas podem ativar ou
inativar a cromatina e, subsequentemente, o status transcricional dos genes (KHAN et al.,
2016). A metilagdo dos residuos de lisina da histona H3 participa da regulac¢do da estrutura da
cromatina, sendo a modificagdo que ocorre em K4 associada a eucromatina em atividade
transcricional, podendo estar voltada tanto para a ativagdo como para repressdao. A
trimetilacdo (me3) em H3K4 ¢ frequentemente observada em sitios promotores e estdo
associadas ao aumento da transcricdo génica, enquanto que a dimetilagdo (me2) em H3K4
tende a estar presente na regido 3’ (downstream) de genes ativos (KIMURA, 2013). A
presenca de di e trimetilagdo em H3K4 no CCEB ainda ¢ pouco explorada como biomarcador
diagnostico e prognostico, ou como possivel alvo molecular para novos agentes

quimioterapicos (GASCHE; GOEL, 2012; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2014).
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Quanto a acetilacdo da lisina, trata-se da modificagdo mais importante associada a
transcricdo génica, arquitetura da cromatina e reparo do DNA (KOUZARIDES, 2007). Os
residuos de lisina das histonas H3 e H4 sdo particularmente susceptiveis a acetilagao, sendo os
residuos K (3, 9, 14 e 27) da histona H3 tipicamente associados a expressdao génica
(URVALEK; GUDAS, 2014). A acetilagdo em H3K14 ainda ¢ pouco explorada no cancer,
mas ja existem relatos de que seus niveis sdo significativamente maiores em alguns tumores
quando comparados ao tecido normal, incluindo o CCEB (ARIF et al., 2010; URVALEK et
al., 2015).

Até o momento, as pesquisas que abordam os papéis das MPTHs H3K4me2-3 e
H3K14ac na patogénese do CCEB apresentam resultados contraditorios, e os padrdes de
expressdo e a associagdo delas com as variaveis clinicopatoldgicas sdo ainda muito pouco
exploradas. Com isso em mente, entende-se a necessidade de se investigar essas MPTHs para
melhor compreender a biologia do CCEB. Nossa hipo6tese inicial foi de que esses trés tipos de
MPTHs poderiam ser usados como fatores preditivos de prognéstico, ocorréncia de
metastases e sobrevida para os pacientes com CCEB. Para responder a isso, os niveis de
expressao delas foram investigados em pacientes com CCEB ndo metastiticos e metastaticos
e os achados correlacionados com as varidveis clinicopatoldgicas dos pacientes e tempo de

sobrevida.



2 REVISAO DE LITERATURA.

2.1 Carcinoma de células escamosas

O carcinoma de células escamosas (CCE) ¢ uma neoplasia maligna de origem epitelial
muito comum na regido de cabega e pescogo, sendo inferior em termos de incidéncia apenas
em relagcdo aos tumores de pele ndo melanoma (CHI; DAY; NEVILLE, 2015). Em geral, o
CCE de cabeca e pescogo € o sexto tumor mais frequente no mundo, apresentando incidéncia
de 560.000 novos casos e 300.000 mortes por ano (VAN MONSJOU et al., 2013; IRIMIE et
al., 2018). Na cavidade bucal, o CCE representa aproximadamente 90% de todas as
malignidades, sendo o quinto tumor mais frequente em homens e o décimo segundo em
mulheres no Brasil, com uma incidéncia estimada de 14.700 novos casos para o biénio 2018-
2019 (INCA, 2018). O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) constitui um problema
significativo de satde publica, com < 60% dos pacientes sobrevivendo por mais de cinco anos
(AMIT et al., 2013).

O CCEB ¢ um tumor com diferenciagdo escamosa que surge do epitélio de
revestimento da mucosa bucal, acometendo, mais frequentemente, borda lateral de lingua,
labio inferior, assoalho de boca e mucosa jugal de individuos na quinta ou sexta década de
vida, com predile¢do pelo género masculino (EL-NAGGAR et al., 2017). Entretanto, estudos
recentes t€ém demonstrado uma incidéncia crescente deste tumor em adultos jovens, abaixo
dos 45 anos de idade e do sexo feminino, cujo prognostico ¢ considerado desfavoravel por
alguns autores em comparacdo com a forma convencional (LIU et al., 2016; NG et al., 2017).

O surgimento do CCEB tem sido associado a presenca de diferentes fatores de risco,
tanto extrinsecos quanto intrinsecos. Os fatores extrinsecos incluem o consumo de alcool e
tabaco, exposi¢do cronica a radiacdo actinica e infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV)
(IRIMIE et al., 2016). A presenca de alteracdes genéticas na forma de quadros sindromicos,
como a anemia de Fanconi, sindrome de FAMMM (do inglés familial atypical multiple mole
melanoma), sindrome de Bloom, xeroderma pigmentoso, ataxia telangiectasia e sindrome de
Li-Fraumeni constituem fatores de risco intrinsecos (VAN MONSJOU et al., 2013). Com
relacdo a influéncia de virus oncogénicos, a infeccdo pelo HPV (subtipos 16 e 18) esta
associada ao desenvolvimento de CCE de orofaringe, sendo que mais de 50% deles
abrigam DNA viral integrado ao genoma das células tumorais enquanto que o nimero de
pacientes com CCEB positivos para HPV-16 se aproxima dos 20% (RIVERA, 2015).

Entretanto, o fumo e o alcool sdao ainda os fatores de risco mais associados ao
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desenvolvimento de CCEB (CHATURVEDI et al., 2008), com risco aumentado de trés vezes
em pacientes fumantes quando comparado aos ndao fumantes (GANDINI et al., 2008),
havendo reducdo significativa apos 10 anos de suspensdo do habito, mas com
equivaléncia de risco ao de pacientes nao fumantes somente apos 20 anos (JABER,
2010). Embora o consumo exclusivo de alcool ndo seja um fator preditivo para o
surgimento desse tumor, a associacao entre etilismo e tabagismo implica em maior risco
de desenvolvimento da doenga em fungao do forte sinergismo entre eles (CHAITANYA et
al., 2016).

Embora ainda controversa, a ma higiene bucal também tem sido sugerida como mais
um fator de risco para o CCEB. Virios microrganismos, incluindo bactérias do biofilme
bucal, podem estar associados ao processo de tumorigénese através da indugdo de diferentes
mecanismos, incluindo inflamagao crénica, imunossupressao ¢ metabolismo de substancias
potencialmente carcinogénicas (PUSHALKAR et al., 2011). Ha na literatura alguns estudos
relatando alteragdes na microbiota oral de pacientes com CCEB (HOOPER et al., 2006; 2007;
METGUD; GUPTA; GUPTA, 2014). Um estudo mostrou que a pobre higiene bucal, baixa
frequéncia de profilaxia profissional, auséncias dentarias, presenca de bolsa periodontal e
aumento de microrganismos patogénicos (Streptococcus sp. € Staphylococcus sp.) sao alguns
dos parametros mais frequentemente observados em pacientes com a doenga em comparagao
com individuos saudaveis (NARAYAN et al., 2014).

Com relacdo a localizacdo do CCEB na cavidade bucal, essa neoplasia maligna pode
ocorrer em qualquer regido, sendo que os sitios mais frequentemente acometidos sdo os dois
tergcos posteriores da lingua (incluindo face ventral e borda lateral), assoalho da boca, mucosa
jugal, gengiva inferior e superior e palato (SLOOTWEG; EVESON, 2005; NG et al., 2017).
A localizagdo do tumor também varia segundo a faixa etdria. Em pacientes jovens, a lingua ¢
o sitio de acometimento mais frequente, enquanto que em individuos de meia-idade o
assoalho de boca e idosos a gengiva (TROELTZSCH et al., 2014). Além disso, localizagao do
tumor pode estar relacionada a algum tipo especifico de fator de risco para o CCEB, como € o
caso dos tumores de labio, cujo mecanismo de carcinogénese principal ¢ a exposi¢do cronica a
radiagdo ultravioleta (JOHNSON et al., 2005) e os tumores associados ao HPV na orofaringe,
(RIVERA, 2015). No Brasil, o assoalho bucal e a borda lateral da lingua s3o os locais mais
afetados (DANTAS et al., 2016).

A intensidade e frequéncia de exposi¢do aos fatores de risco, bem como a
susceptibilidade genética de cada individuo, sdo responsaveis pela distribuicdo temporal e

espacial variada em relagdo a incidéncia deste tumor segundo parametros clinicos, tais como
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sexo, idade e raca (MAJCHRZAK et al., 2014). Além de refletir a presenca de fatores de risco
variados, a localiza¢do do tumor primario também implica em diferencas no comportamento
tumoral, progndstico e, consequentemente, na resposta ao tratamento (TRIVEDI et al., 2011).
Pacientes com CCEB em regido posterior de lingua possuem maior risco de recidiva local e
menor taxa de sobrevida (GONTARZ; WYSZYNSKA-PAWALEC; ZAPALA, 2013).

O diagnostico precoce do CCEB aumenta consideravelmente a qualidade de vida dos
pacientes. Taxas de sobrevida entre 80-90% podem ser alcancadas caso o diagnéstico seja
realizado nos estagios iniciais da doenga, contudo a precocidade no diagnostico ¢ ainda um
grande desafio (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010). Embora a cavidade bucal seja
potencialmente acessivel para exame, mais de 50% dos casos ndo sdo detectados até que a
doenca esteja em estagio avangada, o que dificulta o tratamento e reduz a taxa de sobrevida
dos pacientes (FARIA ef al., 2003) Infelizmente, a deteccdo do CCEB so6 ¢ realizada em
estagios avancados devido, em parte, a auséncia de sintomatologia nos estagios iniciais, o que
pode estar relacionado a heterogeneidade tumoral, tornando variavel o comportamento desse
tumor entre os pacientes (LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011). A falta de
informacao tanto do paciente como do profissional ¢ um fator que pode contribuir para o
atraso no diagnostico da lesdo. Um diagndstico precoce pode ser alcancado com orientagdes
sobre consultas odontologicas periddicos, especialmente em pacientes que fazem uso do
tabaco e alcool, bem como a realizagdo por parte do profissional de uma correta anamnese
acompanhada de um cuidadoso exame clinico das mucosas pelo cirurgido dentista (FARIA et
al., 2003). A bidpsia seguida de exame anatomopatoldgico ¢ mandatdria para confirmacao do
diagnostico de CCEB (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010).

Quanto a patogenia da doenca, o CCEB surge, segundo sua historia natural, a partir de
queratinodcitos do epitélio de revestimento da mucosa bucal submetidos a exposi¢do cronica
aos diversos fatores citados anteriormente, os quais rompem o equilibrio homeostatico e
promovem alteracdes iniciais ndo-neoplasicas. Geralmente a doenga surge como resultado de
da progressao de um quadro de hiperplasia epitelial, passando por diferentes graus de
displasia, carcinoma in situ e carcinoma propriamente dito com invasdo dos tecidos
adjacentes, até a ocorréncia de metastases locorregionais e a distincia (TANAKA;
ISHIGAMORI, 2011).

Condi¢des intermedidrias do processo de carcinogénese podem se manifestar muitas
vezes na forma de desordens potencialmente malignas, as quais sdo reconhecidas como um
grupo de lesdes da mucosa que possuem elevado risco de transformacdo maligna (EL-

NAGGAR et al., 2017). Estima-se que a prevaléncia global das desordens potencialmente
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malignas varie de 1 e 5%, sendo a leucoplasia bucal a lesdo mais comum. Outras condi¢des
potencialmente malignas incluem eritroplasia, eritroleucoplasia, fibrose submucosa e, menos
frequentemente, disqueratose congénita, lapus eritematoso discoide, liquen plano e
queiliteactinica (MULLER, 2018). Em geral, estudos apontam que entre 5 e 18% das
desordens potencialmente malignas sofrem transformac¢do maligna, possuindo maior
propensdo aquelas que apresentam displasia moderada e grave (CARRERAS-TORRAS;
GAY-ESCODA, 2015). A identificacdo precoce das lesdes potencialmente malignas e do
CCEB ¢ fundamental para aumentar a taxa de sobrevida e reduzir a morbidade dos pacientes
(MATSUQO et al., 2018). No entanto, lesdes pré-malignas iniciais podem ser indistinguiveis
de lesdes benignas. Além disso, predizer o risco de progressdo destas alteragdes com base no
exame anatomopatologico pode ser um desafio para o profissional, a0 mesmo tempo em que
alguns pacientes podem desenvolver CCEB mesmo na auséncia delas (TANAKA;
ISHIGAMORI, 2011).

O aspecto clinico do CCEB pode variar de acordo com a localizagdo do tumor
primdrio e estadgio da doenga. As lesdes podem se apresentar brancacentas, eritematosas ou
heterogéneas, de aspecto nodular ou ulcerado, com margens elevadas e endurecidas; sinais e
sintomas podem estar ausentes a principio, havendo dor, mau cheiro, hemorragia, disfagia,
odinofagia e disfonia em pacientes com tumores mais avangados (MATSUO et al., 2018). A
maioria dos pacientes com lesOes avancadas apresenta crescimentos ulcerativos com éreas de
necrose € com invasdo das estruturas circundantes, tais como o osso, musculo e pele. Nas
fases terminais, os doentes podem desenvolver fistula oro-cutdnea, hemorragia intratavel,
anemia grave e caquexia (JOHNSON et al., 2011).

Quanto ao aspecto histologico, o CCEB ¢ classificado em bem, moderadamente e
pobremente diferenciado de acordo com o grau diferenciacdo das células tumorais (EL-
NAGGAR et al, 2017). Nos casos classificados como bem diferenciados, as células
neoplésicas se assemelham muito ao tecido epitelial de origem, formando ninhos, corddes ou
lenc6is de células neoplasicas que apresentam certo grau de pleomorfismo nuclear
(anisocariose) e citoplasmatico (anisocitose), nucléolos evidentes e algumas figuras de
mitoses. A queratinizagdo abundante ¢ um dos aspectos cldssicos nos tumores com esse
fenotipo. Por outro lado, em tumores classificados como moderadamente diferenciados,
observa-se um maior grau de anisocariose € anisocitose nas células neoplasicas, exibindo
nucléolos grandes e multiplos, maior taxa de mitoses tipicas e atipicas e menor grau de
queratinizagdo. Por fim, os tumores classificados como pobremente diferenciados sdo

compostos por células anaplasicas, mostrando numerosas figuras de mitoses tipicas e atipicas,
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e queratiniza¢do minima ou ausente (JOHNSON et al., 2011). A maioria dos CCEB constitui
lesdes moderadamente diferenciadas, de modo que essa classificacdo histologica tem pouco
valor prognostico quando comparado com outros critérios histolégicos como a profundidade,
padrao de invasdo e presenca de invasao angiolinfatica e/ou neural (SLOOTWEG; EVESON,
2005).

O planejamento terapéutico e o prognostico do CCEB estao diretamente relacionados
ao estadiamento clinico do tumor. O estadiamento clinico do CCEB ¢ feito de acordo com a
classificacdo desenvolvida pela UICC (do inglés Union for International Cancer Control) e
AJCC (do inglés American Joint Committee on Cancer), denominada classificagio TNM (T:
tamanho; N: presenca e extensdo de metastase; M: auséncia ou presen¢a de metastase a
distancia). A partir dessa classificagdo, os tumores sdo separados em lesdes as lesdes iniciais
(Estadio I e II) e avancadas (Estadio III e IV), o que auxilia na escolha do tipo de tratamento
(SLOOTWEG; EVESON, 2005). Quanto maior o estagio, pior ¢ o prognoéstico, sendo que o
diagnostico precoce em estagios iniciais ainda ¢ o fator chave no aumento de sobrevida do
paciente (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010). A maioria dos casos de CCEB ¢
diagnosticada em estagios avangados, podendo chegar a 70% dos casos, sendo que o fato das
lesdes serem descobertas tardiamente implica em diminui¢ao da sobrevida (MATUSUO et al.,
2018). O tamanho do tumor e o envolvimento dos linfonodos cervicais estdo entre os
principais fatores de prognostico (CAMPOS-FERNADES et al., 2018). Contudo, a presenga
de metastase locorregional ¢ considerada um dos fatores mais importantes para a sua
determinacdo, influenciando diretamente na sobrevida (CORTESINA; MARTONE,
2006). A metastase pode ser interpretada como um processo dinaimico em que clones de
c¢lulas adquirem a capacidade de invadir e disseminar para outros 6rgaos. Estima-seque
40% dos pacientes com CCEB desenvolvem metastases, com apenas 25% a 40% deles
sobrevivendo em 5 anos, uma taxa baixa se comparado aos 90% dos pacientes sem lesoes
metastaticas (NOGUTI et al.,, 2012). Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa
evidenciaram taxas de metastases de 50% em pacientes com CCEB (CAMPOS-
FERNANDEZ et al., 2018). Apesar de alguns indicadores prognosticos serem, por vezes,
preditivos de desenvolvimento da metastase, como, por exemplo, o tamanho do tumor
primario, estagio, sitio acometido, grau de diferenciacdo e profundidade de invasdo, tais
parametros prognosticos podem subestimar a presenca da metéastase cervical, ja que
encontramos na literatura taxas altas de metastases ocultas (NOGUTI er al. 2012;

CORTESINA; MARTONE, 2006).
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Até o momento ndo existe um protocolo padrio especifico de tratamento do CCEB,
mas todos os esfor¢os da equipe de satde multidisciplinar giram em torno do controle
locorregional da doenca, objetivando um minimo de dano funcional (MATSUO et al., 2018).
As modalidades terap€uticas envolvem ressec¢ao cirurgica e radioterapia isolada ou associada
a quimioterapia, sendo que a escolha da terapia local definitiva se baseia na avaliagdo do grau
de disseminagdo tumoral de acordo com o estadiamento clinico e deve levar em conta o
resultado funcional do tratamento, remogao cirurgica do tumor e condigdo médica geral do
paciente (CAMPOS-FERNADES et al., 2018). Tumores em estagios iniciais sao tratados com
apenas uma modalidade terapéutica, geralmente cirurgia ou radioterapia. Em contrapartida,
tumores avangados sdo tratados com ressec¢do cirirgica e radioterapia, e, as vezes,
quimioterapia (MATSUO ef al. 2018).

Além dos pardmetros clinicos e histologicos citados anteriormente, o potencial
prognostico de uma série de biomarcadores moleculares tém sido alvo de extensa
investigagdo para o CCEB (TAGHAVI; YAZDI, 2015). A carcinogénese ¢ um processo
que se desenvolve em multiplas etapas através da aquisi¢do progressiva de caracteristicas
celulares vantajosas em direcdo ao fenotipo maligno, possibilitada por alteragdes
genéticas e epigenéticas que interferem em diferentes circuitos celulares (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; CASTILHO; SQUARIZE; ALMEIDA, 2017). Uma maior
compreensao da biologia molecular responsavel pelo surgimento e progressio do CCEB
pode revelar novos mecanismos e fornecer biomarcadores com aplicagdo potencial de
diagnostico, determinacdo do progndstico, monitoramento da evolugdo e tratamento da
doenca (NI ef al., 2015).Varios biomarcadores associados aos mais variados processos
celulares, como proliferagdo, apoptose, adesdo e migracao t€ém sido estudados com
aplicacdo prognostica, entre outros (TAGHAVI; YAZDI, 2015). Somado a isso, na
ultima década, a epigenética se tornou alvo principal de varias pesquisas, revelando
mecanismos antes ndo conhecidos na etiologia do CCEB e possibilitando a investigagao
de novos marcadores prognosticos e alvos terapéuticos (GASCHE; GOEL, 2012; KHAN
et al.,2016; IRIMIE et al., 2018).

2.2 Epigenética

Em 2008, uma definicao consensual de epigenética foi estabelecida como um fendtipo
hereditario estavel resultante de alteragdes em um cromossomo sem modificagdes na

sequéncia do DNA (BERGER et al., 2009). Este conceito ¢ genericamente utilizado para
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definir as mudancas que ocorrem na expressao génica, mas sem que ocorra nenhuma alteracao
da sequéncia do codigo genético, significando uma forma de heranca genética baseada no
DNA, mas sem mudangas na estrutura deste (CHERVONA; COSTA, 2012; BLANCAFORT,
JYN; FRYE, 2013).

O conjunto de modificagdes epigenéticas, denominado epigenoma, é caracteristico de
cada tipo celular e fornece as bases moleculares da diferenciagdo celular, através da regulagao
da acessibilidade da informacao genética pela maquinaria celular de transcricado (OLIVEIRA,
2010). O epigenoma ¢ dindmico, variando de uma célula para outra dentro de um mesmo
organismo, além de poder ser transmitido as células descendentes, mantendo um padrao
epigenético especifico dentro das diferentes linhagens celulares (BISWAS; RAO, 2017).
Desse modo, o fendtipo passa a ser resultado ndo apenas do genétipo, mas também do
epigendtipo, o qual permite um segundo nivel de controle da expressdo génica e que se mostra
tdo plastico quanto o genotipo (BEDI et al., 2014).

Cada tipo de célula no corpo é geneticamente idéntico, ou seja, elas compartilham o
mesmo conjunto de genes, mas precisam diferenciar-se fenotipicamente em diversos tipos de
células e tecidos para suportar um funcionamento normal do corpo humano, sendo isto
controlado por mecanismos reguladores altamente sincronizados, os quais envolvem os
fendmenos epigenéticos (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; BISWAS; RAO, 2017).

A maneira pela qual a estrutura da cromatina ¢ preservada e ordenada ¢ crucial para
entender a origem das alteragdes epigenéticas. Essas modificacdes regulam a expressao
génica na medida em que modificam molecularmente ndo apenas o DNA, mas toda a
cromatina. Apesar de ndo haver uma alteragdo na sequéncia de DNA, o que muda ¢ a forma
de como as células “leem” os genes (KHAN et al., 2016).

Todas as etapas relacionadas com a regulacdo, proliferacdo, diferenciacdo celular e
apoptose sofrem influéncia dos processos epigenéticos, (XIA et al., 2013; KELLY; ISSA,
2017). As falhas no estabelecimento ou a permanéncia descontrolada desses eventos poderdo
resultar na ativacdo ou inibicdo inadequada de varios genes alterando a fisiologia celular
normal e, consequentemente, ocasionar o desenvolvimento de doengas, como sindromes
neuroldgicas e de desenvolvimento motor, doengas autoimunes e o cancer (ROGENHOFER,
et., 2013).

A natureza reversivel das mudancas epigenéticas tem chamado a atengdo da
comunidade cientifica para o estudo dos mecanismos moleculares reguladores destas
alteragdes. Os principais mecanismos epigenéticos sao a metilacdo do DNA, os micro-RNAs

e as modificagdes pos-traducionais de histonas (MPTHs) (CHERVONA; COSTA, 2012).
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Juntos, esses mecanismos alteram o funcionamento do genoma na medida em que modificam
a dinamica estrutural local da cromatina, modulando assim a acessibilidade e compacidade

(BISWAS; RAO, 2017).

2.3 Regulacio da cromatina pelas MPTHs

A cromatina ¢ dividida em duas conformagdes distintas: a heterocromatina, que ¢
densamente compactada e transcricionalmente inativa, e a eucromatina, que ¢ menos
condensada e transcricionalmente ativa. O status estrutural da cromatina acaba resultando na
posicao transcricional do gene (LI; SETO, 2016). A cromatina ndo ¢ uma estrutura inerte, mas
sim um arcabou¢o de DNA instrutivo que pode responder a estimulos externos para regular a
expressdo de muitos genes. Um componente principal da cromatina ¢ que desempenha um
papel fundamental nesta regulacdo ¢ a modificacdo das histonas (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011).

Os primeiros estudos a relatar que as histonas sdo modificadas pos-traducionalmente
datam do inicio dos anos 1960 (ALLFREY; FAULKNER; MIRSKY, 1964), mas uma visao
de como essas modificagdes poderia afetar a estrutura da cromatina surgiu apenas em 1997,
quando os pesquisadores puderam descrever a estrutura cristalina da particula central do

nucleossomo a partir de raios-X de alta resolucdo (FIG. 1) (LUGER et al., 1997).

FIGURA 1. Particula central do nucleossomo:

Cauda da
_ histona H3 -

Dupla-hélice
de DNA

() Histona H2A Histona H2B () HistonaH3 () Histona H4

Imagem determinada conforme analise de difrag@o de raios X, onde nota-se uma por¢ao da cauda da histona H3
(verde) prolongando-se a partir do cerne do nucleossomo (LUGER et al., 1997).
Fonte: Alberts et al. (2017, p. 186).
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As histonas sdo responsaveis pelo primeiro nivel fundamental de compactacdo da
cromatina, o nucleossomo (WEBBER et al., 2017). O nucleossomo ¢ formado pelo conjunto
de proteinas histonas, ¢ DNA, apresentando uma estrutura organizacional no qual 147 pares
de nucleotideos, dispostos em um formato helicoidal, fazem aproximadamente 1,7 volta em
torno de um octadmero de histonas. Este octamero é composto por dois dimeros (H2A/H2B) e
um tetramero (H3/H4). Além destes 4 pares de histonas, uma quinta histona (H1) ¢
imprescindivel para que os complexos histonas-DNA originem uma fibra de 30 nm de
espessura, estando ela ligada ao DNA no momento de sua entrada no nucleossomo
(KOUZERIDES, 2007; DESJARLAIS; TUMMINO, 2016).

As histonas apresentam um dominio globular e uma cauda amino-terminal (n-
terminal) que contém diversos residuos de aminoacidos conservados, principalmente
lisina, serina, treonina e arginina. Esses agrupamentos N-terminal projetam-se para fora
do nucleossomo estando assim sujeitos a varios tipos MPTHs (LI et al., 2017). As caudas
amino-terminais das histonas, que sdo altamente basicas, se projetam para fora do
nucleossomo e entraram em contato com nucleossomos adjacentes, contribuindo para que
varias MPTHs acontecam simultaneamente e em diferentes regides da cromatina (LI ef al.,
2018). O padrao pelo qual o DNA ¢ enrolado em torno do nucleossomo e a forma pela
qual cada nucleossomo ¢ posicionado ajudam a compreender o quanto essas MPTHs sao
capazes de interferir na regulagdo da cromatina (KHAN et al., 2016; BISWAS; RAO,
2017).

Além dos outros eventos epigenéticos (metilagdo de DNA e micro-RNAs), as
MPTHs sdo consideradas eventos criticos para a modula¢do da dinamica da cromatina, na
medida em que alteram o seu grau de compactacdo comprometendo ou facilitando o acesso
da maquinaria de transcri¢do aos sitios promotores génicos (MARTINS; CASTILHO, 2013;
BISWAS; RAO, 2017). O principal efeito das MPTHs ¢ atrair proteinas especificas para a
regido de cromatina modificada, as quais determinardo como e quando 0s genes serao
expressos. Essas modificagdes ndo apenas regulam a estrutura da cromatina simplesmente
por estarem 14, mas também recrutam enzimas de remodelacdo que utilizam a energia
derivada da hidrdlise do ATP para reposicionar os nucleossomos (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011).

O mecanismo por trds da regulacdo das principais MPTHs ndo ¢ totalmente
compreendido, mas pode, no entanto, ser explicado de duas formas. Em primeiro lugar, a
adi¢do de qualquer MPTH afeta as interagdes inter e intranucleossomais e, por consequéncia,

a interacdo com o DNA, seja por impedimento aloestérico ou interagdes de carga. Em
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segundo lugar, a adi¢do destes MPTHSs inibe ou facilita a ligagdo de vdrias proteinas a
cromatina. Assim, estes dois mecanismos permitem que ocorra um vasto numero de processos
bioquimicos, influenciando na regulacdo da cromatina e consequentemente interferindo na
expressao génica (KOUZARIDES, 2007).

A grande diversidade dessas MPTHs demonstra a notavel complexidade estrutural e
funcional destas moléculas, apresentando diferentes significados para a célula, na medida em
que sao capazes de gerar mudangas estruturais secundarias em pontos especificos e também
ter a capacidade de atingir locais distantes, afetando inclusive a fungdo de outros genes. Os
processos de acetilagdo, metilacdo e fosforilacdo das histonas sdo as MPTHs mais estudadas
na literatura (FIG. 2) (PORTELA; ESTELLER, 2010; DAWSON; KOUZARIDES, 2012;
CHEN et al., 2013; KHAN, REDDY; GUPTA, 2015).

As MPTHs sao realizadas por enzimas denominadas “writers” e “erasers”. As
enzimas capazes de adicionar os grupos acetil, metil e fosforil sdo chamadas histonas
acetiltransferases (HATSs), metiltransferases (HMTs) e quinases, respectivamente. Este
grupo ¢ identificado por outras proteinas chamadas de proteinas de leitura, ou “readers”,
as quais contém dominios especificos denominados de bromodominios ¢ cromodominios.
Ja as enzimas com func¢do de remover esses grupos recebem a denominagao desacetilases
(HDACs), demetilases (HDMs) e fosfatases de histonas, respectivamente (KHAN;
REDDY; GUPTA, 2015). Os processos de MPTHs sdao de natureza reversivel e podem
servir como locais de ancoragem na cauda das histonas para que outras inimeras proteinas
de leitura (“readers”) sejam capazes de influenciar na condensacdo da cromatina,
enquanto outras atuam de forma contraria, afrouxando a cromatina e facilitando o acesso
ao DNA. A dinamica deste processo nos leva a compreensdo de que eventos como
transcri¢do, reparacdo e replicacdo podem ser regulados e modulados diferentemente,
podendo ou ndo favorecer a estabilidade genomica (DESJARLAIS; TUMMINO, 2016).

Atualmente as MPTHs sdao consideradas como marcadores especificos (histonemarks).
Esses processos ocorrem simultaneamente de varias formas e em varios residuos de
aminodcidos, além de poderem ocorrer em locais isolados ou combinados a outras MPTHs,
repercutindo funcionalmente de forma especifica e variada na estrutura da cromatina,
desempenhando assim importantes papéis na regulacdo de varias atividades do genoma

(BANERJEE; CHAKRAVARTI, 2011).



27

FIGURA 2. Arquitetura de cromatina

H2B

H4

Euchromatin "active"

Heterochromatin
"inactive"

ip§ Phosphorylation Acetylation @ Methylation ® Nucleosome /A= H1 histone * DNA methylation

O DNA ¢ envolvido em duas voltas em torno de octameros de histona (nucleossomos) em intervalos de cerca de 200 pb ao longo do DNA. As histonas no interior do
nucleossomo (duas de H2A, H2B, H3 e H4) sofrem numerosas MPTHs nas suas caudas N-terminais que se projetam a partir do nucleossomo. A dobragem adicional do
nucleossomo com a histona ligante H1 cria uma estrutura espiral, a heterocromatina levando ao cromossomo metafasico. Estas MP THs regulam diretamente a estrutura da
cromatina e, assim, os processos celulares mediados por DNA. O diagrama indica algumas modificagdes em residuos especificos: (Me) metilagdo, (AC) acetilagdo e (P):
fosforilagdo. Diversas modificacdes nos diferentes residuos da cauda das histonas estdo sendo mostradas, onde S, K e R representam serina, lisina e arginina, respectivamente.
Outras possiveis modificagdes existem, mas ndo estdo representadas.

Fonte: Khan, Reddy ¢ Gupta (2015).
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2.4 Papel das MPTHSs no cancer

Embora os mecanismos epigenéticos sejam essenciais para sustentar o
desenvolvimento e a homeostase tecidual especifica do organismo, uma desregulagdo nesses
processos pode levar a instalacdo de estados patologicos, incluindo o cancer. Com o maior
entendimento sobre a etiologia multifatorial do cancer atribuida pelos rapidos avangos no
campo da biologia molecular, agora estd bem estabelecido que as células tumorais abrigam
alteracdes epigenéticas globais ao lado dos varios tipos de eventos genéticos, havendo uma
interagdo complexa e circunstancial entre esses dois fenomenos (IRIMIE et al., 2018). Assim,
0s mecanismos epigenéticos também cooperam com a alteracdo genética no desenvolvimento
do cancer em todos os estagios, afetando varios tipos de genes como, por exemplo, proto-
oncogenes, genes supressores de tumores, genes apoptoticos e genes de reparo do DNA
(KHAN; REDDY; GUPTA, 2015).

Evidéncias crescentes sugerem que tanto a desregulacdo dos mecanismos de
controle das MPTHs quanto o aumento desordenado destes, sdo condigdes que estdao
intimamente associadas com os eventos da carcinogénese, incluindo crescimento celular,
diferenciacdo, desregulagdo e morte celular (TZAO et al., 2009). O fato de as MPTHs
serem parametros flexiveis do genoma capazes de sofrer aumento e /ou alteracdo frente
aos estimulos externos facilita a compreensdo do mecanismo pelo qual héabitos como
fumar, beber, dieta, meio ambiente e infec¢des podem afetar o DNA das células em um
padrdo tecido-especifico (IRIMIE et al., 2018). A presenca constante desses estimulos
nocivos poderd levar a um direcionamento inadequado e/ou aumento excessivo de
enzimas modificadoras de histonas, levando a expressdo ou repressdo inadequada de genes
individuais que desempenham papéis importantes na tumorigénese (KHAN et al., 2016).
O padrao de MPTHs podera ser diferente, dependendo do tipo de influéncia externa e do
contexto celular em que se encontra, sendo que essas diferengas contribuem para o
surgimento de comportamentos celulares caracteristicos e que ja ndo possuem mais seu
padrdo epigenético homeostatico. Esse padrdo ¢ coordenado pela atividade de enzimas que
sdo capazes de adicionar ou remover, por exemplo, grupos metil e acetil e também
interagir funcionalmente para estabelecer um perfil epigenético favoravel ao aparecimento
do cancer (CHEN et al., 2013).

A literatura atual conta com a descricio de MPTHs em praticamente todos os tipos
tumorais (PORTELA; ESTELLER, 2010). Em muitos tipos de cancer, o nivel global de

algumas MPTHs ja pode ser considerado um marcador em potencial, podendo estar associado
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com o diagndstico e/ou prognostico da doenga (SELIGSSON et al., 2009; KURDISTANI et
al.,2011; CHEN et al., 2013). Os niveis celulares de MPTHs também podem prever respostas
a certos agentes quimioterapicos, servindo como biomarcadores preditivos que poderiam ser

usados para tomar decisdes clinicas sobre a escolha e o curso da terapia (PORTELA;

ESTELLER, 2010; CHEN et al., 2012).
2.4.1 Metilacdo

A metilacdo de histonas constitui um dos principais tipos de MPTHs capaz de
interferir na atividade transcricional através da remodelagdo da cromatina (LE ef al., 2014). A
adi¢do ou remog¢do de grupamentos metil em aminoacidos presentes nas caudas amino-
terminais de histonas pode tanto promover quanto impedir a atividade transcricional
(KOUZARIDES, 2007; VERDE et al., 2017). Outro ponto importante ¢ o fato de que estas
duas func¢des podem variar segundo a isoforma da histona modificada, a posi¢ao do residuo na
cauda, a quantidade de sitios metilados e a forma de metilagdo do residuo (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011). As histonas sdo metiladas nas cadeias laterais dos residuos de lisina,
arginina e histidina de forma covalente. Diferentemente do que ocorre nos processos de
acetilacdo e fosforilacdo, a metilagdo ndo altera a carga elétrica global da molécula
(DAWSON; KOUZARIDES, 2012).

As histonas metiltransferases (HMT) de lisina consistem em duas classes de enzimas
principais, a saber: a familia que contém o dominio Sef e a familia Dot. Todas as HMT que
metilam as lisinas na por¢do N-terminal contém o chamado dominio SE7, o qual abriga a
atividade enzimatica. Além disso, essas HMTLs catalisam a transferéncia de um grupo metil
de S-adenosilmetionina para um grupo e-amino de lisina (BANNISTER; KOUZARIDES,
2011). A quantidade de ligagdes e os padroes de ligacdo dos residuos do local ativo
determinardo se a enzima realiza mono-, di- ou trimetilacdo do seu residuo de lisina alvo
(VERDE et al., 2017). Cada tipo de enzima HMT atuara de forma diferente e com resultados
variados, estando na dependéncia do tipo de residuo de aminoacido que ird atuar, bem como
da posicao em que ele se encontra na cauda de uma determinada histona (BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011). Por exemplo, quando as HMTLs EZH1 e EZH2 atuam na H3K27
trimetilada, ocorre compactacdo da cromatina e repressdo transcricional (DESJARLAIS;

TUMINO, 2016).

2.4.1.2 Di e trimetilagdo em H3K4
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Diferentes estudos ja demonstraram que a metilagdo de residuos de lisina da histona
H3 participa da regulacdo da estrutura da cromatina, sendo a modificacdo em K4 associada a
eucromatina em atividade transcricional. A trimetilagdo (me3) em H3K4 ¢ frequentemente
observada em sitios promotores, sendo, portanto, associada ao aumento da transcricdo génica
enquanto a dimetilacdo (me2) em H3K4 tende a estar presente na regido 3’ (downstream) de
genes ativos (KIMURA, 2013).

A literatura traz poucos estudos analisando a presenga de di e trimetilagdo em H3K4
no CCEB, tampouco explora o potencial deste fenomeno epigenético como biomarcador
diagnostico e prognoéstico, ou, ainda, como possivel alvo molecular para novos agentes
quimioterapicos (GASCHE; GOEL, 2012; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2014). Os
fenomenos de metilacio em H3K4 relatados apresentaram, de modo geral, expressdo
diferencial em amostras de tecido epitelial bucal normal, displasico e neoplasico, com
destaque para o aumento de me2 e redugdo de me3 ao longo das etapas de progressdo
neoplasica. Piyathilake et al. (2001) identificaram, através de ensaio imuno-histoquimico, um
percentual significativamente maior de células positivas para H3K4me2 em amostras de
epitélio oral displasico e de CCEB quando comparados ao tecido nao afetado. Mancuso et al.
(2009) identificaram por western blotting diferentes padroes de metilacio em H3K4 em
amostras de CCEB, leucoplasia bucal e mucosa normal. Nesse estudo, os niveis de H3K4me?2
e H3K4me3 foram significativamente diferentes nessas lesdes quando comparados ao tecido
normal, estando os niveis de H3K4me2 maiores do que H3K4me3 no tecido tumoral. No
entanto, apesar destes autores ressaltarem a participagdo do aumento dessas MPTHs no
processo de transformacdo maligna do epitélio oral, o papel da H3K4me3 ainda foi
inconclusivo. Em outro estudo, a imunomarcagdo para H3K4me3 também foi identificada em
diferentes estagios do CCEB, porém nenhuma correlacdo com variaveis clinicopatologicas foi
observada (CHEN et al., 2013). Este mesmo estudo apontou, entretanto, que combinagdes de
diferentes MPTHs podem influenciar no prognostico e na sobrevida dos pacientes.

Essas diferencas na expressio de H3K4me2 e me3 nos tecidos neoplasicos da
cavidade oral sugerem que elas podem ter papéis distintos no processo de tumorogénese,
considerando que os tipos de genes e suas respectivas fung¢des sdo afetados de acordo com o
nivel de expressdo da metilagdo. Andlises de imunoprecipitagdo de cromatina revelaram
niveis elevados de H3K4me3 associados a alta expressao de mRNA do gene KRTI3 em
linhagens de células de CCEB bem diferenciado (HaCaT e HSC4), e diminui¢do da expressao
de H3K4me3 no sitio promotor desse gene em linhagens de células pobremente diferenciadas

deste tumor (HSC3 e SAS), sugerindo um mecanismo de silenciamento deste gene, o qual ¢
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responsavel pela diferenciagdo do epitélio estratificado escamoso em células epiteliais
malignas (NAGANUMA et al., 2014).

Em carcinomas localizados fora da regido da cabega e pescogo, o grau da metilagao
em H3K4 também foi capaz de gerar respostas celulares diferentes. A expressao de H3K4me2
foi associada aos processos de proliferacdo, angiogénese e adesdo celular através da
modulacdo da expressdo dos genes MYC, HOX e BRCAI, enquanto H3K4me3 foi associada a
proliferagdo, invasao e apoptose por meio da regulacao dos genes N-MYC, CRKL, WNT10B,
RIZ, hTERT, ciclina G1 e CDK2 (FULLGRABE; KAVANAGH; JOSEPH, 2011).

De modo geral, uma baixa expressao de H3K4me2 tem sido associada com um pior
prognostico. Li et al. (2017) analisaram a expressdo imuno-histoquimica da metilacdo em
H3K4 em células epiteliais e glandulares do endométrio, identificando niveis diferentes de
H3K4me2 e H3K4me3 nas células epiteliais de carcinomas e lesdes pré-cancerosas. Uma
menor expressdo de H3K4me2 no epitélio glandular neoplasico apresentou uma associagao
significativa com o estadiamento clinico, indicando que a H3K4me2 poderia ndo somente ter
influenciado na transformacao do cancer de endométrio, mas também em uma maior
invasividade do tumor. Baixos niveis de H3K4me2 também foram observados em amostras
de carcinoma de mama, apresentando prognodstico mais desfavoravel nos pacientes portadores
de carcinoma de cé€lulas basais e tumores positivos para HER-2 (ELSHEIKH ef al., 2009).

Lin et al. (2010) mostraram que a perda de H3K4me2 mediada pela desmetilase de
histona do gene KDMI1A esta associada a transi¢do epitélio-mesénquima (TEM) em células
de cancer de mama humano. Os niveis celulares de H3K4me2 também foram avaliados para
prever o progndstico de pacientes com adenocarcinoma de pulmao e carcinoma de rim, sendo
que uma reduzida expressdo foi associada com menor sobrevida (SELIGSON et al., 2009).
Em amostras de cancer colorretal metastatico, uma correlacdo entre a expressao de H3K4me2
e gradagdo histologica tumoral também foi observada, onde uma maior expressdo foi
identificada nos tumores bem ou moderadamente diferenciados. Ja os baixos niveis desta
modificacdo foram associados a menor taxa de sobrevida, sendo que esta MPTH foi
considerada um fator preditivo de sobrevida (TAMAGAWA et al., 2012). A baixa expressao
de H3K4me2 foi associada a presenga de invasdo perineural e menor taxa de sobrevida de
pacientes com cancer pancreatico (WATANABE et al., 2012). Um padrao de marcagdo
intensa para H3K4me2 foi observado nos fronts de invasdo de amostras de melanoma,
havendo, contudo, uma redugcdo de sua expressdo em tumores metastiticos quando

comparados aos tumores primarios (KAMPILAFKOS et al., 2015).
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A hipotese de que padrdes diferentes de metilagdo em H3K4 podem influenciar no
progndstico dos pacientes oncoldgicos foi confirmada recentemente a partir de um estudo de
meta-analise realizado por Li, Shen e Chen (2018). As diferencas de expressao de H3K4me?2
e H3K4me3 foram consideradas um fator preditivo de progndstico para cancer de pulmao,
colon, pancreas, figado, esdfago e cervical, uma vez que pacientes com menor expressao de
H3K4me2 e maior expressio de H3K4me3 tiveram sobrevida geral reduzida,
respectivamente. Corroborando este achado, Beyer ef al. (2017) identificaram correlagdo entre
elevada expressao nuclear de H3K4me3 e reduzida sobrevida geral dos pacientes com cancer
cervical. Em carcinoma de células renais, maiores niveis de H3K4me2 e H3K4me3 foram
correlacionados com diferentes varidveis clinicopatologicas, como metastase linfonodal e
infiltracdo da vesicula seminal (ELLINGER ef al., 2010). No carcinoma hepatocelular, niveis
elevados de H3K4me3 correlacionaram com menores taxa de sobrevida em pacientes com
tumores em estidgios I e II, sendo considerada, portanto, um marcador de prognostico

desfavoravel (HE et al., 2012).

2.4.2 Acetilacdo

Dentre todas as MPTHs, a acetilagdo da lisina ¢ a modificagdo mais importante
associada a transcri¢do, arquitetura da cromatina e reparo do DNA (KOUZARIDES, 2007).
As mudangas estruturais que ocorrem na cromatina (eucromatina e heterocromatina) sao
movidas principalmente pelos eventos de acetilagdo e desacetilagdo, os quais sao rregulados
pela acdo oposta de duas familias de enzimas: acetiltransferases (HATs) e desacetilases
(HDACs) de histonas (LI; SETO, 2016). As HATs sdo responsaveis por catalisar a
transferéncia de acetil-coenzima A ao grupo amino-terminal dos residuos de lisina, enquanto
que as HDACs agem no sentido contrario (LIU et al., 2017). Os grupos acetil adicionam
cargas negativas as lisinas com carga positiva, levando a uma diminuicdo da interagdo entre
DNA e histonas e também diminuindo as interagdes entre as caudas de histonas de
nucleossomos vizinhos, fato que contribui ainda mais com descompactagao, ja que permite ao
nucleossomo compactado se abrir e dar acesso a maquinaria de transcri¢ao ao sitio promotor
génico. Quando o DNA local ¢ exposto, aumenta-se o acesso aos fatores de transcricdo,
promovendo aumento significativo na transcricio do DNA (CASTILHO; SQUARIZE;
ALMEIDA, 2017). Ja a remocao do grupo acetil pelas HDACs permite que as histonas
interajam mais fortemente ao DNA para promover a compactacdo dos nucleossomos, o que

pode efetivamente silenciar a transcricdo génica (ZHANG et al., 2015; WEBBER et al.,
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2017). Assim, a acetilagdo pode afetar a fun¢do dos cromossomos através de dois mecanismos
distintos: (1) alterando a carga eletrostatica das histonas e mudando as suas propriedades
estruturais e ligantes do DNA, ou (2) podendo criar, estabilizar, romper ou ocluir os dominios
de interagdao na cromatina, os bromodominios, nos quais as proteinas de leitura poderao atuar.
Os bromodominios agem como um andaime para a montagem de complexos
macromoleculares dos varios componentes que regulam a acessibilidade da cromatina e para
o recrutamento de proteinas transcricionais chave como a RNA polimerase. As proteinas
contendo bromodominios sdo consideradas “readers” do codigo de histonas (GIL; TORRES;
ENCARNACION-GUEVARA, 2017).

O fendmeno de acetilagdo de histonas nas neoplasias tem sido associado tanto com a
ativacdo de oncogenes e inativagdo dos genes de reparo de DNA e de checkpoints,
respectivamente. Além disso, a alteracdo do padrao de acetilagdo foi identificada como
marcador comum para varios tumores humanos (MASCOLO et al., 2012).

Os padroes de acetilagdo e desacetilacio em H3 e a relagdo destes com fatores
clinicopatoldgicos ja foram descritos em varios tipos de canceres, sendo que os resultados
relacionados ao impacto na sobrevida dos pacientes sdo bastante variados. Expressoes
menores dos niveis globais de acetilagdo em H3 foram correlacionados com estagio tumoral
avangado, metastase a distancia e progressao tumoral nos carcinomas de células renais
(MOSASHVILLI et al., 2010). Outros resultados semelhantes também foram encontrados em
tumores pancreaticos, os quais baixos niveis de expressao de histonas acetiladas apresentaram
uma menor taxa de sobrevida (MANUYAKORN et al., 2010). Em cancer de mama, niveis
baixos a moderados de acetilagdo de H3K9 e H3K18 também demonstraram ser marcadores
de bom prognostico; em carcinoma de es6fago essas alteracOes estavam associadas com
melhor taxa de sobrevida, principalmente para os tumores em estagios iniciais (TZAO et al.,
2009).

Em relagao ao CCEB, a literatura conta com poucos estudos, os quais descreveram
alteragdes na acetilagdo de residuos de lisina em H3, sendo que a associacdo desta MPTH
com os fatores de prognoéstico e sobrevida ndo estéd clara (CHEN et al., 2013; WEBBER et al.,
2017; CASTILHO, SQUARIZE, ALMEIDA, 2017). A redugdo de H3K9ac esta associada
com o aumento da proliferagcdo celular e ativagdo da transi¢do epitelial-mesénquima, durante a
carcinogénese oral, sugerindo o envolvimento do H3K9ac na progressao tumoral do CCEB
(WEBBER, 2017). Além disso, baixos niveis de H3K4ac e altos niveis de H3K18ac estdo
associados a progressdo e mau prognostico do CCEB (CHEN et al., 2013). Freitas Filho

(2018) pesquisou as MPTHs em queilite actinica (QA) e no carcinoma epidermoide de labio


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Squarize%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28704968
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para as seguintes histonas H3K36me3, H3K9ac, H4Kl12ac e H3S10ph. As analises
concluiram que nas duas lesdes H3K36me3 e H3S10ph apresentaram menores valores de

expressao em relacdo ao tecido labial normal. Além disso, também houve diminuigdes das

expressoes de H3K9ac e H4K12ac no grupo de QA.

2.4.2.1 Acetilagdo em H3K14.

A expressdo de H3K14ac ¢ ainda pouco explorada em cancer. Em carcinoma de
tireoide, os niveis de H3Kl14ac foram significativamente maiores quando comparado ao
tecido normal (PUPPIN et al., 2012). Em cancer de prostata avangado também foi observado
um aumento de H3K14ac (LEE; YANG; LINDAHL et al., 2017). De forma similar, a relacao
de H3K14c com o CCEB ¢ também pouco explorada. A expressao diferencial da acetilagdo de
H3K14ac pode ser observada em tumores avangados (estagio II) comparado com os tecidos
normais (ARIF et al., 2010). Neste estudo, os autores relataram um aumento da acetilagao de
H3K14 mediado por p300, a uma das principais HATs, sugerindo que a inibi¢ao desta enzima
poderia inclusive ser considerada um alvo teraputico. Em modelos experimentais de
carcinogénese oral, maiores niveis de H3K14ac também foram identificados na lingua de
camundongos tratados com etanol e 4-NQO, sugerindo um mecanismo epigenético de

indugdo de carcinoma mediado por estes carcinogenos (URVALEK et al., 2015).

2.4.3 Acetilacdo de K14 se correlaciona com a metilacio em H3K4

A identificacdo de uma infinidade de MPTHs, algumas correlacionadas com a
ativacdo, outras com repressdo, levaram a proposta de que as modificagdes constituem um
codigo de histonas, na qual um conjunto dessas modificagdes pode executar fungdes
especificas, mas dependentes umas da outras. Assim, cenarios mais complexos surgem
quando as modificagdes das histonas atuam de forma combinatoria e de um modo dependente
do contexto para facilitar ou reprimir a transcricdo mediada pela cromatina (LEE; SMITH;
SHILATIFARD, 2010).

Acredita-se que essas combinagdes possam gerar resultados funcionais diferentes,
provavelmente devido ao recrutamento das proteinas de suporte como bromo e
cromodominios, que sdo capazes de reconhecer especificamente residuos de lisina acetilada e
metilada, respectivamente (BEDI et al., 2014). Dessa forma, em um mesmo ambiente
celular, a acetilagdo da lisina esta majoritariamente associada a acessibilidade do

maquinario de transcricdo a cromatina, enquanto que a lisina ndo segue necessariamente
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este mesmo padrdo e, dependendo da localizacdo do aminodcido onde ocorrerd a metilagao
e também do seu grau (bi ou trimetilagdo), poderd ocorrer tanto a ativagdo como a
repressao da transcricdo génica (TAVERNA et al., 2006).

Um exemplo disso foi reportado por Nakanishi et al. (2008), nesse estudo, eles
demonstraram que os niveis de acetilagdo do H3K 14 poderiam afetar a metilacio do H3K4.
Os pesquisadores descobriram que H3K14ac mutada era capaz de anular a trimetilagdo de
H3K4me3 de forma global, resultando na perda especifica de trimetilagdo em H3K4, mas ndo
da (mono ou di) metilagao dela. Tanto a acetilacdo de H3K14 como os padrdes de metilagado
globais de H3K4 mostraram uma localizacdo semelhante as extremidades 5’ dos genes
ativamente transcritos, ¢ a presenca de trimetilacio H3K4 pdde ser correlacionada com a
hiperacetilagdo da histona H3K14. Além disso, os autores descreveram dois complexos
enzimaticos, GCN5-SAGA e Sas3-NuA3, capazes de acetilarem K14, sendo a subunidade
NuA3 (Yngl) responsavel por se ligar também em H3K4me3, sugerindo-se que essas duas
MPTHs se estabilizam mutuamente.

A partir desta revisao de literatura foi possivel descrever o que as pesquisas atuais
relatam sobre o impacto das MPTHs no desenvolvimento, progressdo e tratamento do cancer,
observando-se inclusive que alguns padroes ja estdo sendo sugeridos como preditores de
diagnostico e prognostico em varios tipos de tumores. Entretanto, com relagdo ao CCEB,
ainda ndo houve relatos significativos, principalmente relacionando as modificacdes
H3K4me2-3 e H3K14ac a este tipo de tumor. Observando-se que estes trés tipos de MPTH
apresentam caracteristicas importantes relacionadas aos eventos de ativacdo e inibicdo da
transcricdo génica, nossa proposta ¢ avaliar a expressdo destas MPTHs em um grupo de
pacientes com CCEB, na tentativa de encontrar resultados relacionados com o comportamento
biologico deste tumor, que possam contribuir para melhora do progndstico e sobrevida dos

pacientes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3711869/#R15

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as expressoes das MPTHs H3k4me2, H3K4me3 ¢ H3K14ac interferem no

comportamento bioldgico tumoral do CCEB.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a existéncia entre a expressdo das MPTHs estudadas e fatores
sociodemograficos e clinicopatologicos de individuos com CCEB primarios
ndo metastaticos (PNM) e metastaticos.

e Avaliar a existéncia de correlagdo entre a expressdo destas MPTHs e
metastases em pacientes com CCEB.

e Avaliar a existéncia de marcadores moleculares que possam influenciar no
diagnostico e prognostico dos pacientes (PNM) e (PM) acometidos por CCEB.

e Avaliar a existéncia de associacdo entre a expressao das MPTHs afeta a

sobrevida geral dos pacientes com CCEB.



4 JUSTIFICATIVA

O CCEB ¢ um tumor maligno que apresenta etiologia multifatorial e prognostico
ominoso. Embora haja um esfor¢o da comunidade cientifica para identificar marcadores
diagnodstico e progndstico dos pacientes acometidos por neoplasias malignas, ndo existe
nenhum estudo com CCEB que tenha encontrado um biomarcador que possa ser usado
rotineiramente para essas finalidades. Em algumas neoplasias malignas, o papel da
epigenética como um fator determinante para o desenvolvimento e progressdo tumoral ja estd
bem estabelecido, fato que ainda ndo ¢é possivel em relagdo ao CCEB. Recentes estudos
desenvolvidos pelo nosso grupo tém contribuido para o melhor entendimento dos fenomenos
epigenéticos no CCEB, mas ainda h4a muito que aprender sobre a relacdo entre epigenética e
desenvolvimento e progressdo tumoral. Nesse sentido, estudos que buscam identificar o
padrdo de MPTHs em células tumorais sdo fundamentais num primeiro momento, pois, a
partir disso, pode-se desenvolver drogas modificadoras do perfil epigenético de células
tumorais de um determinado tumor, tal que a sua biologia possa ser alterada em beneficio do
paciente. Portanto, o estudo das MPTHs pode ser um caminho promissor na identificacdo de

marcadores de CCEB.



5 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU), sob CAAE: 52906815.7.0000.5152.
5.1 Casuistica

As amostras selecionadas para esta pesquisa consistiram de 90 casos de CCEB
obtidos, retrospectivamente, do Hospital de Clinicas, Hospital do Cancer e Hospital
Odontolédgico da Universidade Federal de Uberlandia durante o periodo de 2006 a 2013. Os
critérios de inclusdo no estudo foram os seguintes: (1) periodo minimo de dois anos de
acompanhamento, (2) dados séciodemogragico e clinicopatoléogico completos e (3)
confirmacao da presenca ou ndo de metastase linfonodal.J4 os critérios de exclusdao de casos
no estudo foram (1) a auséncia de material suficiente para investiga¢do antigénica, (2)
pacientes portadores de tumores primdrios de orofaringe por apresentar patogenia diferente
dos tumores primarios de cavidade bucal e (3) auséncia de meng¢do nos prontuarios médicos
quanto a presenga ou ndo de metastase. Todos os casos elegiveis para o estudo foram revistos
histologicamente para confirmagio de seus diagnosticosusando os critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Satde de 2005. A revisdo de todos os casos foi feita por dois
patologistas experientes que usaram as laminas originais de cada paciente coradas em H&E.

Os dados sociodemograficos e clinicopatologicos levantados nos prontuarios médicos
dos pacientes selecionados foram: idade, género, consumo de alcool, tabagismo,
sintomatologia, historia familiar de céncer, progressdo do cancer, localizagdo primaria do
tumor, dimensdes do tumor (<4 cm e >4 cm), estadiamento (inicial [I e II] e avangado [III e
IV]), gradagdo histoldgica, tempo de evolugdo (<3 meses e >3 meses), condicao clinica e
sobrevida. O estadiamento dos pacientes foi definido de acordo com o sistema TNM
estabelecido pela Union Internationale Contre le Cancer (UICC) e da American Joint
Committee on Cancer (AJCC) (NI et al., 2015), conforme ilustrado na Quadro 1. A gradacao
histologica dos tumores foi determinada de acordo com os critérios da Organizagdo Mundial
da Satde (EL NAGGAR et al., 2005), a qual estabelece a classificagdo em trés categorias:
bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado.Para confirmagao
da ocorréncia de metastase locorregional, utilizou-se exames radiograficos e/ou tomografia
computadorizada, seguida de confirmacdo por exame histopatoloégico dos linfonodos

coletados durante a remocgao cirtirgica do tumor. A partir da confirmagdo das metastases, os
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pacientes foram estratificados em primarios ndo metastaticos (PNM) e primarios metastaticos

(PM) para fins comparativos da expressao das MPTHs e outras analises estatisticas.

QUADRO 1. Estadiamento clinico tumoral segundo os critérios
estabelecidos pela Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) e da American Committee on Cancer (AJCC)

ESTAGIO CLASSIFICACAO
| TINOMO
II T2NOMO
11 T3NOMO, ou T1, T2, T3 com N1
VI T3NOMO ou qualquer T com N2, N3, ou qualquer lesdo
comM

Legenda: (T) tumor, (N) metastase locorregional, (M) metastase a distancia
Fonte: dados da pesquisa

5.2 Tissue Microarray (TMA)

Para o estudo da expressao das MPTHsH3K4me2, H3K4me3 e H3K 14ac, realizou-se
a técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais (TMA) (BATTIFORA, 1986). Esta
técnica consiste na agregacdo de diferentes amostras de tecidos em um bloco parafinado
normal, denominado “bloco receptor”, permitindo assim a realizacdo do teste de imuno-
histoquimica de varias amostras, simultaneamente, em uma tnica lamina e com uma pequena
dose de anticorpo.

Inicialmente, os blocos parafinados dos casos selecionados e suas respectivas laminas
coradas em H&E foram usados para selecionar as areas de interesse. Para os casos com mais
de um bloco, decidiu-se por usar o bloco contendo maior quantidade de tecido tumoral. A
selecao das duas areas de interesse foi realizada com auxilio de microscopio de luz (Nikon)
em aumento de 10x, optando-se por regides situadas lateralmente e contendo a maior
quantidade de células neoplésicas. As areas selecionadas foram, entdo, marcadas na lamina
com caneta preta e depois no bloco correspondente por sobreposi¢ao.

Para confeccdo do TMA (FIG. 3), utilizou-se o core facilite do Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital A. C. Camargo (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI,
EUA). Primeiro, uma agulha de captura de 1 mm de didmetro foi introduzida no bloco doador
e, em seguida, transferida para o bloco receptor obedecendo um padrdo de matriz espagado de
precisdao com nucleos de um milimetro de didmetro. A localizagdo de cada amostra tumoral no

TMA em duplicata foi devidamente identificada no mapa, ilustrado na Figura 4. A partir do
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bloco receptor foram obtidos vérios cortes, sendo o primeiro e o Ultimo corados com H&E e

os demais submetidos ao ensaio imuno-histoquimico.

FIGURA 3. Esquema ilustrando a técnica de montagem do TMA

Routine histologic Tissue core Construction of

paraffin block Collection of cohort tissue microarray SpcEon Tasemcraay

A éarea pré-definida € retirada do bloco doador e o fragmento € recolocado no bloco receptor.
Depois da adaptacdo de todos os fragmentos, bloco é cortado em micrétomo e processado.
Fonte: Giltnane ¢ Rimm (2004)

FIGURA 4. Mapa do TMA mostrando a posi¢do de cada amostra tumoral na ldmina
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As amostras de tumores PNM e PM estdo identificadas em amarelo e azul, respectivamente. Os casos
em laranja representam as lesdes metastaticas.
Fonte: dados da pesquisa



41

5.3 Ensaio imuno-histoquimico

Os ensaios imuno-histoquimicos para deteccao de H3K4me2, H3K4me3 ¢ H3K14ac
foram realizados aplicando-se a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase seguindo as
recomendacdes do fabricante. Cortes de 3 um de espessura foram obtidos a partir do bloco
receptor do TMA e montados em laminas polarizadas StarFrost (Knittel Glaser, Brunsquive,
BS, Alemanha).

Os cortes foram inicialmente submetidos a dois banhos em xilol para desparafinagao,
o primeiro em estufa a 56°C durante 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente por 15
minutos. Procedeu-se a hidratacao dos cortes em concentracdes decrescentes de etanol, com
dois banhos em etanol a 100% e um banho em ectanol a 95% e 80%, durante cinco minutos
cada. A remogdo do pigmento formolico foi realizada com solugao de hidroxido de aménio a
10% e etanol a 95% por 10 minutos, seguida de sete banhos em agua destilada.

Para a recuperagdo antigénica, os cortes foram imersos em EDTA a 1mM, tamponado
com hidroxido de sédio, até atingir pH 8,0. Os cortes foram, em seguida, aquecidos em panela
de pressdo por 67 minutos e resfriados em 10 banhos de dgua destilada. O bloqueio da
atividade da biotina enddgena foi realizado com a imersdao dos cortes em solucao filtrada
contendo duas claras de ovo dissolvidas em 200 mL de 4gua deionizada (15 minutos a
temperatura ambiente), seguida de 10 banhos em agua destilada. Para bloqueio da avidina
endogena, os cortes foram imersos em solugdo preparada com 30g de leite em p6 desnatado e
180 mL de a4gua deionizada (15 minutos a temperatura ambiente), com 10 banhos
subsequentes em agua destilada. O bloqueio da atividade de peroxidase endogena foi obtido
com trés banhos de 15 minutos em solug¢do de perdxido de hidrogénio a 10V. Apds 5 banhos
em agua destilada, os cortes foram submetidos a trés banhos de cinco minutos em solucao de
Tris-HC1 (20 mM, pH 7.4) a temperatura ambiente. Apods trés banhos de cinco minutos em
agua destilada, os cortes foram incubados por 15 minutos na solu¢do Background Snipper
(Biocare Medical, Concord, CA, EUA). Em seguida os cortes foram incubados por duas horas
em camara Umida e a temperatura ambiente com os seguintes anticorpos primarios: (ab:8580;
ab:52946; ab: 2039-52, Abcam, Cambridge, UK) (QUADRO 2).

Os cortes foram entdo lavados com Tris-HCl em dois banhos de dois minutos cada.
Procedeu-se a incubagdo dos cortes com anticorpo secundario através da imersdo deles na
solugdo Trekkie Universal Link (Biocare Medical, Concord, CA, EUA), por 20 minutos em
camara umida. Em seguida, os cortes foram submetidos a dois banhos de dois minutos em

Tris-HCI e incubados com complexo tercidrio a base de estreptavidina conjugada a peroxidase
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(Trekkie Avidin-HRP Label, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) durante 10 minutos em
camara umida, a temperatura ambiente, seguido de dois banhos de dois minutos em Tris-HCI.

Para revelacdo da reagdo, foi aplicado cromogeno 3,3’-tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (Betazoid DAB Chromogen Solution, Biocare Medical, Concord, CA,
EUA) por cinco minutos, com subsequente lavagem em 4gua corrente por mais cinco
minutos. Por ultimo, os cortes foram contra corados com hematoxilina de Harris, lavados em
agua corrente, desidratados em concentragdes crescentes de etanol (70% a 100%) durante 10
minutos, submetidas em secagem em estufa a 60°C e montadas com laminulas de vidro e
resina histologica (Permount, Fisher Scientific International, Pittsburgh PA, EUA). Os
controles negativos foram obtidos através da omissdo dos anticorpos primarios, enquanto que
0s controles positivos consistiram em amostras teciduais de osteossarcoma para H3K4me?2,

cancer de testiculo para H3K4me3 e cancer cervical para H3K14ac.

QUADRO 2. Anticorpos utilizados nos ensaios imuno-histoquimicos

ANTICORPO ORIGEM CODIGO FONTE DILUICAO CONTROLE
POSITIVO
Anti-histona H3 Policlonal Ab-7766 | Abcam | 1:1000 Osteosarcoma
(di-metil-K4) coelho
Anti-histona H3 Policlonal Ab-8580 | Abcam | 1:1000 Cancer testiculo
(tri-metil-K4) coelho
Anti-histona H3 Monoclonal - Ab- Abcam 1:500 Cancer cervical
(acetil-K 14) coelho 2039-52

Fonte: dados da pesquisa

5.4 Analise da imuno-histoquimica

Inicialmente, as ldminas contendo os spots de TMA dos 90 casos de CCEB foram
escaneadas em aumento de 200x usando o Slide Scanner Aperio AT2 (Leica Biosystems
Imaging, Inc., Nussloch, Alemanha) acoplado a um computador (Dell Precision T3600).
Posteriormente, cada “spot” foi fotografado individualmente, mantendo-se o0 mesmo aumento.
Para que toda a amostra tumoral fosse analisada, cada "spot" foi dividido em 6 quadrantes,
sendo que novas imagens (agora segmentadas) foram capturadas, percorrendo-se toda a
amostra conforme ilustrado na figura 5. Caso houvesse duvidas em relacdo a presenga ou nao
de CCEB antes da captura da imagem, o mesmo local era previamente analisado no spot
correspondente corado em H&E. Os locais sem tecido tumoral ou que apresentaram falhas no

TMA ndo foram selecionados.
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Para analise de imunomarcacdo de cada histona, dois grupos foram separados a partir
do mapa do TMA, sendo 42 casos do grupo PNM e 48 casos do grupo PM. Dessa forma,
foram feitas de 4 a 6 capturas de imagens em cada "spot", totalizado em média 252 campos
para o grupo PNM e 288 campos do grupo PM, sendo isso feito para cada uma das 3 histonas

separadamente.

FIGURA 5. Imagem ilustrativa evidenciando a forma como
foram capturadas as imagens para posterior andlise no
software Imagel

O exemplo acima corresponde a um spot de TMA do grupo PM marcado
para a histona H3K 14ac
Fonte: elaboragdo para a tese

Para a anélise da imunomarcacao, foi utilizado o software Imagel (Image Processing
and Analysis in Java, versao 1.38e/Java 1.5.0 _09) (FIG. 6). A intensidade nuclear de cada um
dos anticorpos foi obtidacom o uso da ferramenta do indice nuclear de densidade oOptica
integrada (integrated optical density, 10D), conforme descrito anteriormente (RASBAND,
2018).
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FIGURA 6. Tela inicial do ImageJ contendo diferentes icones relativos as ferramentas
utilizadas em morfometria

¢ Imagel - X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olz|o| 4| +|x|A|a|@| |z |||,

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

¢/m|=[o]>

Fonte: ImagelJ Features (2018)

5.4.1 Calibragdo do ImageJ

Previamente a analise propriamente dita, foi realizada a calibracdo da distancia e da
escala de cinza, selecionando-se a aba Set scale. A calibragdo da distancia foi realizada com o
objetivo de determinar o nimero de pixels presentes em uma distdncia conhecida, permitindo
o estabelecimento da relagdo entre intensidade da marcagdo e a quantidade de pixels na area
avaliada. Para tanto, foi mensurada a distancia em pixels (398) da barra de escala, utilizando-
se uma das fotomicrografias. Em seguida, os valores referentes a known distance (200) e unit
of lenght (um), sendo também marcado o item Global, necessario para que esta configuragao

fosse aplicada a todas imagens analisadas subsequentemente (FIG. 7).

FIGURA 7. Calibracao da distancia e escala de cinza
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Em (A) a seta indica a barra de medida em pm (200) utilizada para calibracdo. Em (B) janela de insercao
de dados para calibragdo de dimensdo, sendo que o dado Distance in Pixels (398) aparece
automaticamente. Os valores para Known Distance (200) e Unit of Length (um) s3o inseridos como
mostrado.

Fonte: dados da pesquisa
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Para a quantifica¢do da intensidade de marcagdo, realizou-se a calibragdo da escala de
cinza, permitindo a conversdo desses valores em densidade optica integrada (IOD) que, por
sua vez, representa a relacdo entre area e valores médios de cinza. Nesta etapa, foram
inseridos os valores relativos aos intervalos de densidade de cinza fornecidos por uma escala
previamente calibrada (Kodak n° 3), acessando-se na barra de ferramentas do ImageJ o item
Analyze e Calibrate. Em seguida, foi selecionada a Rodbard, tendo como unidade o IOD. Os
valores da escala de cinza foram inseridos conforme o protocolo disponivel em

http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration. A relagdo entre os valores de pixel e de

IOD foi obtida, entdo, através de um grafico contendo uma curva exponencial. Para que a
mesma calibracdo fosse atribuida a todas as imagens, selecionou-se o item Global Calibration

(FIG. 8).

FIGURA 8. Conversao da intensidade da marcagdao em IOD
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Em (A) Janela de inser¢do de dados para calibragdo de absorbancia, relativos aos valores de densidade de cinza.
Em (B) Janela de insercdo de dados para calibracdo de absorbancia, relativos aos valores de densidade de cinza.
Fonte: elaboragdo para a tese

Finalizadas as etapas de calibracdo, procedeu-se a analise quantitativa da
imunomarcac¢ao para H3K4me2, H3K4me3 e H3K14ac. As fotomicrografias com a marcagao
dos anticorpos, obtidas de cada quadrante dos spots foram, primeiramente, convertidas em
imagens bindarias por meio da selecdo da opcdo Image, Typee §8-bit na barra de ferramentas.
As regides contendo areas sem tecido (extremidades laterais do spof) e também locais
contendo apenas estroma foram apagadas utilizando a ferramenta Eraser na secdo Draw

Tools. Em seguida, as imagens foram submetidas a deconvolu¢do de cor, selecionando as


http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration
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opgdes Plugins, Colour functions e Colour de convolution, optando-se pelo vetor HDAB. A
deconvolu¢do da imagem original resultou na imagem contendo marcagdo de hematoxilina de

Harris e outra mostrando a marcagao em DAB (FIG. 9).

FIGURA 9. Deconvolugao da imagem: imagem parcial de CCEB
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A) imagem original apds imunomarcacdo; (B) area mostrada em (A) apds a deconvolugdo, revelando apenas o
parénquima corado por hematoxilina; (C) area ilustrada em (A) mostrando imunomarcacdo em DAB. Aumento
original 200 x (Fonte: Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial- FOUFU)

A partir da imagem de hematoxilina, foi criada uma selecdo envolvendo apenas os
nucleos das células tumorais clicando-se no item Edit na barra de ferramentas do Imagel,
seguido de Selection e Create Selection. A aplicagdo desta selecdo na imagem de DAB tem a

finalidade de criar uma mascara que possibilita a quantificagdo da imunomarcagdo restrita a

area nuclear (FIG. 10)

FIGURA 10. Selecao dos nucleos
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(A) Selecdo de nucleos a partir da imagem de hematoxilina para criagdo da mascara que sera utilizada na
imagem de DAB. (B) Imagem de DAB com a mascara aplicada proveniente da imagem de hematoxilina,
demonstrando que somente os nucleos marcados sdo selecionados para mensuracao.

Fonte: Laboratorio de Patologia Bucomaxilofacial - FOUFU
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FIGURA 11. Calculo do valor médio de IOD

A B C D E F G
1 Label Area Mean StdDev  IntDen %Area
2 1 3849.1.tif (38355.85 0.59 0.36 22731.14 100
3 2 3849.2.tif (31114.87 0.69 0.39 21607.10 100
4 3 3849.3.tif (46931.90 0.79 0.41 37154.23 100
5 4 3849.4.tif (55770.31 0.83 0.43 46148.83 100
6 5 3849.5.tif (27315.22 0.71 0.41 19479.03 100
7 6 3849.6.1if (27191.74 0.69 0.39 18660.04 100
8
9 |Mean 37779.98 0.40 27630.06 100
10 SD 11608.50 0.08 0.03 11321.05 0
11 |Min 27191.74 0.59 0.36 18660.04 100
12 |Max 55770.31 0.83 0.43 46148.83 100
13|

Em vermelho, média obtida apds analises de todos os seis
spots obtidos de um dos casos avaliados
Fonte: dados da pesquisa

Com isso, foi possivel obter os valores médios de IOD para as MPTHs estudadas. O
IOD foi calculado para cada uma das imagens pertencentes ao spot, sendo que posteriormente

uma média de IOD total foi considerada para cada caso (FIG. 11).

5.5 Analise estatistica

A edigdo dos dados e andlises estatisticas foram processada a partir da avaliagdo de
medidas de centro, variacao e forma de distribuicdo dos dados para cada varidvel. O teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi usado para testar a hipdtese de normalidade. Para as
variaveis medidas em escala intervalar ou de razdo, as comparagdes entre os grupos PM e
PNM foram feitas por meio do teste de Mann-Whitney-Wilcoxon. O teste de Mann-Whitney,
também conhecido como Teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney, ¢ uma prova nao-paramétrica
capaz de comparar por meio da estatistica de teste U, com média f;; e desvio padrao oy, duas
amostras independentes do mesmo tamanho ou desiguais, cujos escores tenham sido medidos
em escala minimamente ordinal.

As variaveis medidas em escala nominal foram comparadas por meio do coeficiente de
contingéncia quadratico médio (¢*). O coeficiente de contingéncia quadratico médio usa o
valor da estatistica @*. No entanto, o ¢*corrige a dependéncia crescente dos valores de @

com o n-amostral para que essa medida ndo seja influenciada pela dimensao da amostra.
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A busca de correlagdes entre as variaveis foi processada por meio do teste de
correlagdo de Spearman (©) e os resultados foram organizados em matrizes de correlagdo. O
teste de correlagdes de Spearman ¢ um teste livre de distribuicao e tem o objetivo de avaliar o
grau de associagdo linear entre duas varidveis sendo ainda capaz de considerar ligeiras fugas
da linearidade. Por meio do coeficiente Rho (2) de Spearman ¢ possivel avaliar a existéncia
de associagao entre as variaveis bem como a forga e o sentido dessa associagao.

As avaliagdes dos efeitos de varidveis externas moduladoras foram feitas por analises
multivariadas usando o modelo de riscos proporcionais de Cox. Essa andlise consiste em uma
analise de regressdo multipla aplicada a andlise de sobrevida e adequada quando se precisa
avaliar a independéncia de varidveis ao agir como fator multiplicativo do risco. Nesse afa,
além do método ‘enter’, o método ‘Stepwise’ para as variaveis que mostraram p-valor < 0,25
nas regressoes bivariadas de Cox foram testados.

A andlise de sobrevida foi feita pelo método nao paramétrico de Kaplan-Meier e os
grupos foram comparados por meio dos testes de Log Rank (Mantel-Cox), Breslow
(GeneralizedWilcoxon) e Tarone-Ware. Para as andlises de sobrevida a populagdo foi
categorizada em valores de expressdo de cada histona acima (altos) e abaixo (baixos) do cut
off point obtido por meio da andlise de sensibilidade e especificidade em curva ROC
(Receiver Operating Characteristic). A analise em curva ROC também objetivou avaliar cada
histona como bioindicador de metastase.

Os testes foram feitos por meio dos softwares Origin ® 9.0, PASW Statistics ® 17 e
Bioestat 5.3. Em todos os testes foram considerados os resultados como significantes quando

a = 0.05 e considerados com significancia limitrofe quando 0.05 = a = 0.10.



6 RESULTADOS
6.1 Dados sociodemograficos e clinicopatologicos

A partir dos prontuarios médicos, foram coletadas as principais caracteristicas
sociodemograficas e clinicopatologicas dos 90 casos de CCEB (TAB. 1). A maioria dos
pacientes eram do sexo masculino (75,5%) com mais de 55 anos (52,3%), média de 60 anos
(variacao de 34 a 99 anos). Com relacdo ao tabagismo e etilismo, quase todos os pacientes
apresentavam estes habitos, sendo 90% e 79% respectivamente. Quanto a histéria familiar, a
maioria tinha casos de cancer na familia (45,6%). O sitio anatomico mais acometido foi a
lingua (41,1%). Lesdes com aspecto ulcerativo foram as mais observadas (84,4%). Mais da
metade dos nossos pacientes relataram algum tipo de sintoma (83,3%), sendo dor (35,5%) e
disfagia (31,9%) os mais frequentemente observados. Para a maioria dos pacientes, o tempo
de evolugdo foi superior a 3 meses (64,4%). Lesdes em estagio avangado foram as mais
comuns (67,7%). Quarenta e oito pacientes (53,3%) desenvolveram metastases locorregionais,
dos quais apenas dois (4,2%) tinham metéstases a distdncia, enquanto os outros 42 nao
apresentaram doenga metastitica até o ultimo atendimento ambulatorial. Quanto a
classificagcdo histoldgica, dos casos com informagdes registradas, a maioria dos tumores foi
classificada como bem diferenciada (27,7%), seguido de moderadamente/pobremente
diferenciado (22,9%). Apesar de a maioria dos casos ter sido diagnosticada com a doenga em
estagio avangado, a recorréncia foi de apenas 22,2%. Para os tipos de tratamento empregados,
o tratamento trimodal (cirurgia, quimioterapia e radioterapia-CQR) foi o mais empregado
(34,4%).

Para comparar os dados clinicopatoldgicos entre os grupos PMN e PM, foi
aplicado o teste de contingéncia quadratico médio (¢?). Com esse teste, observou-se uma
associacdo, com diferengas significantes, para as variaveis tamanho do tumor (p=0,01) e
estadiamento (p<0,0001). De forma similar, uma diferenca estatistica entre eles foi
observada quanto ao tipo de tratamento, no caso, cirurgia (p=0,002). No grupo PNM,
houve um nimero maior de pacientes que foram tratados apenas com cirlrgia,

provavelmente pelo fato deles apresentarem lesdes em estagio inicial.
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TABELA 1. Analise descritiva dos dados sociodemograficos e clinicopatologicos dos 90

pacientes com CCEB

VARIAVEIS PACIENTES PNM PM P VALOR *
Género
Masculino 68(75,5%) 29 (69%) 39 (81,2%
Feminino 22 (24%) 13 (31%) 9 (18,8%)
Idade
<355 anos 43 (44,7%) 18 (42,8%) 25 (52,1%)
> 55 anos 47(52.3%) 24 (57,2%) 23 (47,9%)
Tabagismo
Sim 81 (90%) 36 (85,8%) 45 (93,7%)
Nao 7 (7,7%) 4 (9,5%) 3 (6,3%)
NI 2 (2,35) 2 (4,7%) 0 (0%)
Etilismo
Sim 71 (79%) 32 (76,2%) 39 (81,2%)
Nao 16 (17,7%) 8 (19%) 8 (16,7%)
NI 3(3,3%) 2 (4,8%) 1(2,1%)
Historia familiar de cancer
Sim 41 (45,6%) 18 (42,9%) 23 (47,9%)
Nao 40 (44,5%) 17 (40,4%) 23 (47,9%)
NI 9 (10%) 7 (16,7%) 2 (4,2%
Sintomatologia
Presente 75 (83,3%) 32 (76,2%) 43 (89,6%)
Ausente 11 (12,2%) 7 (16,7%) 4 (8,3%)
NI 4 (4,5%) 3 (7,1%) 1(2,1%)
Evolucao
< 3 meses 28 (31,1%) 17 (40,5%) 11 (22,9%)
> 3 meses 58 (64,4%) 24 (57,1%) 34 (70,8%)
NI 4 (4,5%) 1 (2,4%) 3 (6,3%)
Localizaciao
Lingua 37 (41,1%) 15 (35,7%) 22 (45,8%)
Assoalho bucal 25 (27,8%) 14 (33,3%) 11 (22,9%)
Outro local 28 (31,1%) 13 31%) 15 (31,3%)
Tamanho
<4cm 39(43,3%) 23(54,8%) 16 (33,3%) 0,01
>4 cm 37 (41,1%) 11 (26,2%) 26 (54,2%)
NI 14(15,6% 8 (19%) 6 (12,5%)
Estagio clinico
Inicial 27 (30%) 22 (52,4%) 5 (10,4%) <0,0001
Avangado 61 (67,7%) 19 (45,2%) 42 (87,5%)
NI 2 (2,3%) 1 (2,4%) 1(2,1%)
Metastase
Presente 48 (53,3%) 0 48 (53,3%)
Ausente 42 (46,7%) 42 (100%) 0 (0%)

NI: ndo informado; PNM: grupo primario ndo metastatico; PM: grupo primario metastatico

* Anélise comparativa pelo teste de contingéncia quadratico médio (¢?), com a < 0,05.

Fonte: dados da pesquisa

[Continua...]



51

Continuac¢ao da Tabela 1

VARIAVEIS PACIENTES PNM PM P VALOR *
Classificacio histolégica
Bem diferenciado 25 (27,7%) 11 (26,2%) 14 (29,2%)
Moderadamente/pobremente 18 (20%) 7 (16,7%) 11 (22,9%)
diferenciado
NI 47 (52,3%) 24 (57,1%) 23 (47,9%
Recidiva
Presente 20 (22,2%) 12 (28,6%) 8 (16,7%)
Ausente 48 (53,3%) 18 (42,8%) 30 (62,5%)
NI 22 (24,5%) 12 (28,6%) 10 (20,8%)
Tratamento
Cirurgia 13 (14,5%) 11 (26,2%) 2 (4,2%) 0,002
Radioterapia 10 (11,1%) 3 (7,1%) 7 (14,6%)
Cirurgia + radioterapia 13 (14,5%) 7 (16,7%) 6 (12,5%)
Quimioterapia + radioterapia 21 (23.,35) 7 (16,7%) 14 (29,2%)
Trimodal 31 (34,3%) 12 (28,5%) 19 (39,5%)
NI 2 (2,2%) 2 (4,8%) 0 (0%)
Condicao clinica
Vivo com doenga primaria 22 (24,4%) 11 (26,2%) 11 (22,9%)
Vivo sem doenga 31 (34,5%) 20 (47,6%) 11 (22,9%)
Obito 37 (41,1%) 11 (26,2%) 26 (54,2%)

NI: ndo informado; PNM, grupo primario ndo metastatico; PM, grupo primario metastatico
* Analise comparativa pelo teste de contingéncia quadratico médio (¢§?), com a < 0,05.
Fonte: dados da pesquisa

6.2 Expressao imuno-histoquimica de H3k4me2, H3K4me3 e H3K14ac no CCEB.

Todas as amostras de tumores foram positivas para os trés MPTHs investigadas e suas
intensidades variaram entre os grupos (FIG. 13 e 14). Em geral a expressao foi nuclear,
embora algumas células tumorais tenham exibido imunorreatividade no citoplasma, o que foi
interpretado como inespecifico e ndo foi considerado na andlise. Da mesma forma, as células
estromais também revelaram positividade nuclear, mas de intensidade variavel. A figura 12
apresenta a distribui¢do dos valores de IOD para cada modificagdo de histonas nos grupos
PNM e PM. Além disso, observou-se que a mediana da expressao de H3K4me3 foi maior que
as demais, permanecendo também a mais alta no grupo PM quando comparado com o grupo
PNM.

Comparando a expressao das MPTHs entre os dois grupos, observou-se uma expressao
significativamente maior de H3K14ac no grupo PM do que no grupo PNM (p=0,022) (TAB.
2). Este resultado sugere que H3K14ac pode desempenhar algum papel na ocorréncia de

metastases no CCEB.



TABELA 2. Célculo da expressao das MPTHs investigadas entre os grupos PNM e PM
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MPTH N POSTO MEDIO SOMA DOS POSTOS z P*

H3K4me2 PNM=42 42.81 1798.00
PM=48 47.85 2297.00

Total=90 -914 0.361
H3K4me3 PM=42 42.92 1802.50
PM=48 47.76 2292.50

Total=90 -878 0.380
H3K14ac PNM=42 38.76 1628.00
PM=48 51.40 2467.00

Total=90 -2290 0.022

* Teste U Mann-Whitney com valores de o< 0,05.

Fonte: dados da pesquisa

FIGURA 12. Distribuicdo de casos do grupo PNM e PM de acordo com a expressdo das

MPTHs H3K4me2, H3K4me3 e H3K14ac nos grupos PNM e PM
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(IOD) indice de densidade otica integrada, (PNM) pacientes ndo metastaticos, (PM) pacientes metastaticos.
Teste U Mann-Whitney com valores de a< 0,05
Fonte: dados da pesquisa
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FIGURA 13. Cortes histologicos dos spots do TMA corados em H&E e as respectivas reagdes
imuno-histoquimicas no grupo PNM para as MPTHs H3K4me2, H3K4me3 e H3K14ac
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Fonte: dados da pesquisa

FIGURA 14. Cortes histologicos dos spots do TMA corados em H&E e as respectivas reagdes
imuno-histoquimicas do grupo PM para as MPTHs H3K4me2, H3K4me3 e H3K14ac
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Fonte: dados da pesquisa
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6.3 Analises de correlacio das MPTHs com os dados sociodemograficos e
clinicopatologicos

Para analisar as provaveis associagdes das MPTHs estudadas com as caracteristicas
sociodemograficas e clinicopatologicas, foram realizadas analises de correlagao de Spearman.
As andlises foram realizadas no grupo de 90 pacientes e também em nos grupos PNM ¢ PM
separadamente. As correlacdes diretas (valores de p positivos) estdo demonstradas pelas
barras azuis e as correlagdes indiretas (valores de p negativos) em vermelho. Os valores de p
significantes estdo destacados em amarelo. Para todas as 3 situacdes (90 pacientes, PNM e
PM), houve correlagdes positivas e significantes entre as trés MPTHs estudadas (p<0,001).

Buscando-se uma melhor compreensdo das MPTHs com todas as variaveis, as
matrizes foram didaticamente divididas, agrupando-se as varidveis da seguinte maneira:
correlacdo das MPTHs com os dados sociodemograficos (TAB. 3, 4 e 5), correlacdo das
MPTHs com os dados clinicopatologicos (TAB. 6, 7 e 8) e, por fim, correlagdo das MPTHs
com as modalidades de tratamento, condi¢do clinica apods o tratamento e sobrevida (TAB. 9,
10e11).

Na analise de correlacdo entre as MPTHs e os dados sociodemograficos, observou-se
para o grupo dos 90 pacientes uma correlagdo direta entre H3K4me3 e tabagismo (p<0,05).
Outras correlagdes diretas significantes foram observadas entre etilismo, género masculino
(p<0,001) e tabagismo(p<0,01), e correlagdo indireta significante entre idade e etilismo

(p<0,05) (TAB. 3).

TABELA 3. Matriz de correlagdo das MPTHs em CCEB com as variaveis sociodemograficas
em todos os pacientes

histdria
Todos os pacientes Hikdme2 HiK4me3 H3K1dac SEXO idade tabagismo etilismo familiar de
CANCET
—— Spearman (p) IBNO000. | 04135 IRO.6G170
p-valor - = 0,001 = 10,001
Spearman (p) 04139 OO0 |0 4858
NG 2 pvalor = 0,001 = =0.001
HiKi4ac  Speaman(p) EENDG170 WENDdess  NENENIOO00
p-valor = 0,001 = 0,001 -
— Speaman (p) 0.0088 00100 | oot G000 |
pvalor 0.9351 09200 0.8520 )
o Speaman(p) 0 00958  H oowo | o021 W 01091 EESE00D
pvalor 03747 0.4040 0.8520 03203 )
tabagismn Spearman (p) | 0.0089 02490 | o207 o2z W 09278 10000
pvalor 09269 <005 0.8480 < (.01 0.2418 =
etiliamo Speaman (p) | -0.0123 foo7se Fo.1054 WOEEE T 0.7 [oages .
pvalor 09112 04720 03370 < 0.001 <005 < 0.01 = 4
histbria famillar Spearman (p) 0 00634 0 -0oess 0 -0ose1 Mloqsso M oomso o o3 W ogoso EEEENGBOOT
de cincer pvalor 05740 04530 06063 0.0872 05084 0.2274 0,3432 2z

FONTE dados da pesquisa
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No grupo PNM, as varidveis género-etilismo e etilismo-tabagismo mantiveram uma
significancia, ambas com (p< 0,001) (TAB. 4). No grupo PM, H3K4me3 e tabagismo
voltaram a apresentar significancia direta (p<0,05) e apenas a varidvel género masculino
manteve-se significante com correlagdo direta com etilismo (p<0,001) e indireta com idade
(p<0,01) (TAB. 5). Este resultado sugere a presenca de individuos etilistas mais jovens no

grupo PM.

TABELA 4. Matriz de correlacdo das MPTHs em CCEB com as variaveis sociodemograficas
para o grupo PNM

histoéria
PNM H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac sexo idade tabagismo etilismo familiar de
cancer
Spearman (p) MR,0000 B 05128  WN0,7077
H3k4me2
p-valor - < 0.001 < 0.001
o000 |
H3Kdme3 Spearman (p)  IIT0.5128 00 |IT0.5471
p-valor < 0.001 - < 0.001
Spearman (p)  [IN0,7077 05471
H3K14ac
p-valor . <0.001 < 0.001 -
sexo Spearman (p) | -0,0026 Il o118 [ -00654
p-valor 0,9874 0,5375 0,6920 -
idade Spearman (p) I 0,0653 I 00523 0 -00807 10,2357 0000 |
p-valor 0,6889 0,7488 0,6200 0,1602 -
tabagismo Spearman (p) fl 00722 10,1481 0§ -0,0905 04899 W -0,1537 0000 |
9 p-valor 0,6579 0,3619 0,5780 < 0.01 0,3570 -
etilismo Spearman (p) | -0,0217 Il o,1842 i -o0787 o410 (W -0,1789 oe667!
p-valor 0,8945 0,2550 0,6290 <0.001 0,2826 <0.001 -
historia familiar Spearman (p) [ -0,1727 I 0,0880 I 00511 02228 I 00588 i 00103 Il 0,0858
de cancer p-valor 0,3213 0,6980 0,7700 0,2127 0,7411 0,9533 0,6243 -
FONTE dados da pesquisa

TABELA 5. Matriz de correlagdo das MPTHs em CCEB com as variaveis sociodemograficas
para o grupo PM

historia
PM H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac sexo idade tabagismo etilismo familiar de
cancer

H3kame2 Spearman (p) BBN4,0000 |I& 10,3037 B 05539

p-valor - < 0.05 < 0.001
H3Kame3 Spearman (p) 10,3037 0000 | 0,3798

p-valor <0.05 - < 0.01
H3K14 Spearman (p) EE05539 M 0,3798

ac

p-valor ~ <0.001 < 0.01 -
sexo Spearman (p) | 00039 [ -0,1156 | o0,0308

p-valor 0,9793 0,4338 0,8352 -
idade Spearman (p) 10,1460 [6)1807 o587  [-0,3940 Hoooo |

p-valor 0,3220 0,2190 0,6917 < 0.01 - )
tabagismo Spearman (p) I -0,0652 10,3139 #l 0,0963 B 0095 [E -0,0969 @ o000 |

p-valor 0,6595 <0.05 0,5140 0,5142 0,5123 -
etilismo Spearman (p) {-0,0151 i -0,0604 02316 [ -0,2883 #0)2326

p-valor 09216 0,6933 0,1258 <0.001 0,0548 0,1241 -
histéria familiar Spearman (o) | 00213 [l -01507 [ -0,1327 Flo,1644 il 0,0870 02641 Ilo1325
de cancer p-valor 0,8883 0,3174 0,3794 0,2749 0,5652 0,0761 0,3914 -
FONTE dados da pesquisa

Avaliando-se as MPTHs com as varidveis clinicopatologicas para os 90 pacientes, as
seguintes correlagdes significantes foram observadas: H3Kl4ac de forma direta com
metastase linfonodal (p<0,05); H3K4me3 de forma inversa com diferenciacdo histologica do
tipo bem diferenciado (p<0,05). Dentre as variaveis clinicopatoldgicas houve significancia
direta entre sintomas com tempo de evolugdo (p<0,05),classifica¢do histoldgica do tipo bem

diferenciado (BD)(p<0,01), recidiva (p<0,05),tamanho (p<0,001),estadiamento (p<0,001) e
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metastase (p<0,01); e de forma indireta entre estadiamento e classificagdo histologica
(p<0,05), sugerindo que quanto maior o estadiamento menos diferenciado serd o tumor (TAB.
6). Em relagdao ao grupo PNM, encontrou-se correlacdes diretas de sintomas com: tempo de
evolugdo, classificagdo histologica e recidiva todos com (p<0,05), além de tamanho e
estadiamentos que também se mantiveram significantes(p<0,001). Curiosamente, encontrou-
se uma correlagdo direta e estatistica dos tumores localizados em lingua com a classificacdo
do tipo bem diferenciado (p<0,01) e também com estadiamento, mas sendo esta, de forma
indireta (p<0,01), sugerindo que os tumores de lingua geralmente sdo diagnosticados em
estagios mais avancados. Outro dado significante foi a correlagdo indireta dos tumores de
assoalho bucal com classificagdo histologica (p<0,05), sugerindo um carater menos
diferenciado para os tumores nessa localizagdo. Além disso, pode-se observar uma correlagao
indireta entre classificagdo histologica e estadiamento (p<0,05), sugerindo que tumores menos
diferenciados estdo em estagios mais avancados (TAB. 7). Em relagdo ao grupo PM, duas
correlacdes significantes foram observadas, sendo indireta entre H3K4me3 e tumores bem
diferenciados (p<0,01) e direta entre tamanho e estadiamento (p<0,01). Outro resultado
interessante no grupo PM foi a correlacdo direta entre H3K4me2 e tumores localizados em

lingua, o qual apresentou significancia limitrofe (p=0,055) (TAB. 8).
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classificagdo

Todos os pacientes H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac Sintomas* evolugao** lingua assoalho outros tamanho*** di \to* 1 ¥¥ histolégica§ recidiva’®
H3kdme2 Spearman (p)  EERNA,0000 BT 0/4139 B 0.6170
p-valor - < 0.001 < 0.001
Spearman (p)  IE0/4139 I 0.4698
H3K4me3 p-valor <0.001 ~ <0.001
H3K14 Spearman (p)  [IN0,6170 I 0,4698
ac
p-valor < 0.001 < 0.001 -
Sintomas* Spearman (p) [} -0,0828 | 00182 [ -00674
p-valor 0,4487 0,8670 0,5370 -
evolugaor  Spearman (o) | -00149 | o118 | 00400 02564
p-valor 0,8918 0,2770 0,7140 <0.05 -
lingua Spearman (p) [ -00941  [M -0,1878 M -0,1327 10,0996 1l 0,0746 o000 |
p-valor 0,3805 0,0780 0,2140 0,3642 0,4976 -
assoalho Spearman (p) 4,0438 d,0404 -p,0005 b,0242 dosos  [ED,5272 fioooo |
p-valor 0,6836 0,7060 0,9964 0,8262 0,6446 <0.001 - )
outros Spearman (p) dlosso die19 di428 1.0849 ®.1280  [,5567 [ ,4125 #0000 |
p-valor 0,5890 0,1290 0,1810 0,4401 0,2397 <0.001 <0.001 -
tamanhow  Spearman (o) -0,1752 | -0,0108 | -0,0366 Io1126 ¥ o,1893 -0,0194 | -0,0048 | 00258 #.0000
p-valor 0,1300 0,9260 0,7530 0,3330 0,1039 0,8686 0,9677 0,8262 -
i , Spearman (p) [ -0,1111 I 00432 Il 01412 I -00372 Floes [ -00922 Il 0,0805 | 00204
estadiamento” . 0,3028 0,6890 0,1890 0,7354 0,1811 0,3957 0,4585 0,8515 <0.001 -
metastasec®  SPearman (o) 0,0840 Il 00824 2427 Il o0,1407 0,1725 Il 01124 -0,1103 { 00127 I G.2940 04653
p-valor 0,4310 0,4400 <0.05 0,1964 0,122 0,2944 0,3035 0,9063 <0.01 <0.001 -
classificagdo  Spearman (p) o178 [Mo,4263 [Mo,1844 B4ass 0716 040 [fo,0008 [Ho,1270 [®o0,1805 [ 0,3062 flo,0511 foooo |
histolégica®  p-valor 0,4519 <0.05 0,2360 <0.01 0,6566 0,1894 0,5624 ©0,4170 0,2851 <0.05 0,7448 -
s Spearman (p) | 0,0288 I -0,0420 -0,0855 02530 | 0,0074 Flo1409 B -0,1595 | 0,0021 | -0,0301 @ -01394 [ -0,2065 I 0,0867 oo |
recidiva p-valor 0,8158 0,7340 0,4870 <0.05 0,9534 0,2262 0,1973 0,9864 0,8243 0,2644 0,0912 0,6314 -

*Sintomas: S(1); N (0); **evolugdo: <3m (1); >3<6m (2); 26m (3); ***tamanho: <4cm (1); >4cm (2); ¥estadiamento: inicial (1); avangado (2); ¥¥; metastases: S(1); N(0); § classificagdo histolégica BD(1); MD/PD(0); §§

Fonte: dados da pesquisa

recidiva: S(1); N(0)
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classificagao

PNM H3kd4me2 H3K4me3 H3K14ac Sintomas* evolugao** lingua assoalho outros tamanho*** estadiamento® histologica® recidiva®®
H3kéme2 Spearman (p) EEE4,0000 /BT 05128  WEEN0.7077)
p-valor - < 0.001 < 0.001
H3K4me3 Spearman (p) IIT0,5128 [T0000 /T 0,5471
p-valor < 0.001 - < 0.001
H3K14ac Spearman (p) 00,5471
p-valor < 0.001 < 0.001 -
Sintomas* Spearman (p) [ -0,1633 Il 0,0832 | -0,0030
p-valor 0,3206 0,6140 0,9850 -
evolugao™ Spearman (p) Kl 00995 02335 ] 02075 I G,3713
p-valor 0,5359 0,1410 0,1930 <0.05 -
lingua Spearman (p) Flo1353 [ -01477 I -0,0390 02324 | 0,0288
p-valor 0,3929 0,3500 0,8060 0,1545 0,8581 -
assoatho Spearman (p) 0479 dlo7s0 ®,1107 ®,1225 @491 [ 5271 {lBooo. |
p-valor 0,7631 0,6360 0,4850 0,4576 0,3522 <0.001 -
outros Spearman (p) fo,0914 80765 81533 [%0,1225 [%0,1789 /4990 4734 floooo. |
p-valor 0,5650 0,6300 0,3320 0,4576 0,2630 <0.001 <0.01 -
tamanho™ Spearman (p) [ -0,1859 10,2084 | 0,0032 10,0412 £o,1104 [ -0,2854 10,0593 02435 #0000 |
p-valor 0,2926 0,2360 0,9850 0,8172 0,5343 0,1018 0,7391 0,1652 -
estadiamento® SPEa™an (o) [Xo,1240 lo,0186 16,1008 Ho1278 loooo3  [0,4012 0.2077 02077 oB266 | Foo00 |
p-valor 0,4397 0,9080 0,4940 0,4380 0,9541 <0.01 0,1927 0,1927 < 0.001 -
classificagdo  Spearman (p) $,0000 [3,2091 b,0773 #5606 #2303 06364 [D5230 1612 [Eb4o27  [D5325 fioooo |
histolégica®  p-valor 11,0000 0,4040 0,7600 <0.05 0,3579 <0.01 <0.05 0,5229 0,0525 <0.05 -
s Spearman (p) 1-0,0039 [ -0,1887 [l -0,0709 W04432 10,0930 013564 -0,3021 | -0,0308 [l -0,0863 [ -0,1691 014485 o000 |
recidiva p-valor 0,9836 0,3179 0,7090 <0.05 0,6315 0,0533 0,1047 0,8718 0,6956 0,3805 0,1664 -

*Sintomas: S(1); N (0); **evolugéo: <3m (1); >3<6m (2); 26m (3); ***tamanho: <4cm (1); >4cm (2); ¥estadiamento: inicial (1); avangado (2); § classificagdo histolégica BD(1); MD/PD(0); §§recidiva: S(1); N(0)

Fonte: dados da pesquisa



59

TABELA 8. Matriz de correlacao das MPTHs em CCEB com as varidveis clinicopatologicas para o grupo PM

classificagao

PM H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac Sintomas* evolugao** lingua assoalho outros tamanho*** estadiamento® histolégica’ recidiva’®
H3kame2 Spearman (p)  BEEN,0000 | [0,3037 I 0,5539
p-valor - <0.05 < 0.001
H3Kdme3 Spearman (p) 10,3037 0000 | 0,3798
p-valor <0.05 - <0.01
H3K14ac Spearman (p) 05539 03798
p-valor < 0.001 <0.01 -
Sintomas* Spearman (p) [ -0,0647 M -0,1040 [ -0,2334
p-valor 0,6659 0,4860 0,1140 -
evolugao™ Spearman (p) [ -0,2205 1 00210 [ -0,2105 ¥ 00833 #0000 |
p-valor 0,1455 0,8910 0,1650  0,5864 -
lingua Spearman (p) [ -0,2814 M 01604 [ -0,2437 [¥ -0,0096 10,0901
p-valor 0,0554 0,2810 0,0988 0,5101 0,5609 -
assoalho Spearman (p) #1056 D,0185 @na64 Fhas1 loso7  [b,5185 floooo |
p-valor 0,4799 0,9010 0,3260 0,3261 0,8433 <0.001 -
outros Spearman (p) 0j2093 offio22 0304 -§,0298 Boros [EG.6110 [74,3600 1j6o00 |
p-valor 0,1581 0,1950 0,3820 0,8444 0,6495 <0.001 <0.05 -
tamanhor+  Spearman (p) (M 01800 [ -0,2246 [M -0,2064 1 0,0548 ¥, 1467 lo,1418 | -0,0114 @ -0,1447 o000 |
p-valor 0,2539 0,1520 0,1890 0,7303 0,3600 0,3764 0,9438 0,3666 -
estadiamento® SPearman (e) W 02213 f -0,0331 [ -0,0687 ¥ 01078 £0,1520 Fo,1798 ] 00320 [ -0,2244 Woa4110 o000 |
p-valor 0,1349 0,8253 0,6460 0,4759 0,3246 0,2317 0,8326 0,1338 <0.01 -
classificagdo  Spearman (o) ~ [E,3297  [ED,5198 [®,2404 @13568 1,0706 B,0087 @2418 ®,0987 4,0278 Ho,0948 fiooo0 |
histolégica®  p-valor 0,1075 <0.01 0,2470 0,0870 0,7490 0,6388 0,2443 0,6388 0,9049 0,6594 -
_ Spearman (p) i 00618 i 0,0677 | 0,0088 10,1435 I -0,0636 I 00427 M -01164 I 0,0569 Il 00716 ¥10,1560 M -0,1584
recidiva p-valor 0,7123 0,6860 0,9580 0,3969 0,7126 0,8017 0,4928 0,7382 0,6873 0,3565 0,4813 -

*Sintomas: S(1); N (0); **evolugéo: <3m (1); >3<6m (2); 26m (3); ***tamanho: <4cm (1); >4cm (2); ¥estadiamento: inicial (1); avangado (2); § classificagdo histolégica BD(1); MD/PD(0); §§recidiva: S(1); N(0)

Fonte: dados da pesquisa
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Durante a analise de correlacio das MPTHs com as modalidades de tratamento,
condicdo clinica e sobrevida, observamos no grupo de 90 pacientes uma correlagdo inversa
entre H3K4me3 e sobrevida dos pacientes (p<0,05), sugerindo que um maior aumento desta
modificagdo estd associado com uma pior sobrevida. Outro resultado interessante foi a
correlacdo positiva entre as varidveis sobrevida e condigdo clinica dos pacientes (VSD) e com
modalidade de tratamento trimodal (CQR). Em contrapartida, observou-se uma correlacao
indireta destas mesmas varidveis (sobrevida e VSD) com a modalidade de tratamento
quimioterapia e radioterapia (p<<0,001) (TAB. 9). Estes resultados também foram encontrados
no grupo PM (p<0,01) (TAB. 12), sugerindo que o tratamento trimodal ¢ a melhor opgdo para
os pacientes com CCEB. Curiosamente foi constatado no grupo PNM uma correlagdo positiva

entre H3k4me3 e tratamento quimioterapia + radioterapia (TAB. 10).
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TABELA 9. Matriz de correlacdo das MPTHs em CCEB com os tipos de tratamentos, condicao clinica e sobrevida, para os 90 pacientes

. . . " condigdo i . .
. N N " N cirurgiat quimioterapia . L condicdo condigao condicao .
Todos os pacientes H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac cirurgia radioterapia radioterapia + radioterapia trimodal (CQR) c(:\l;r;l;; clinica (VCDP) clinica (VCDM) clinica (0) sobrevida
H3ka Spearman (p). BEN1,0000 B 04139  EE0.6170
me2
p-valor - < 0.001 < 0.001
Spearman (p). IE0/4139 0000 |WT0.4698
H3K4me3 p-valor <0.001 ~ 0,0010
H3K14 Spearman (p). IN0,6170 04698
ac
p-valor < 0.001 <0.001 -
cirurgia Spearman (p). [ -0,1129 [ -0,0429 @ -0,0832 G000 |
p-valor 0,2952 0,6910 0,4400 -
radioterapia Spearman (p). 1| 0,0451 ¥0,1453 | 00078 W -0,1491
p-valor 0,6764 0,1760 0,9420 0,1657 -
cirurgia + Spearman (p). | 0,0561 @ -01520 I 00694 [W 01733 [W -0,1491 0000 |
radioterapia p-valor 0,6036 0,1570 0,5200 0,1063 0,1657 -
quimioterapia + Spearman (p). | -0,0189 00077 § -00557 [ -0,2331 [® -02005 [ -0,2331
radioterapia p-valor 0,8613 0,3650 0,6060 <0.05 0,0611 <0.05 -
trimodal (CaR) Spearman (p). I0,0290 lo,0389 Bl1579 [M0,3070 [0,2641 [o,3070  [E0.4129 ifioooo |
p-valor 0,7883 0,7190 0,1410 <0.01 <0.01 <0.01 < 0.001 -
condigéo clinica Spearman (p). | 0,0182 | -0,0280 | 0,0258 10,1513 [ 01218 | 00182 [ -0,2570 10,1843 o000 |
(VSD) p-valor 0,8648 0,7930 0,8090 0,1594 0,2583 0,8667 <0.05 0,0856 -
condigao clinica Spearman (p). [-0,0230 10,0563 [®-0,1175 [3-0,1132 10,0169 §-0,1132 10,0817 10,0841 [-0,3672 #oooo |
(VCDP) p-valor 0,8300 0,5980 0,2690 0,2936 0,8760 0,2936 0,4493 0,4359 <0.001 -
condigéo clinica Spearman (p).  [| -0,0572 I -0,0608 I 0,0441 Il 0,0983 I -00673 Il 0,0083 @ -01052 | 00075 [@ -01413 E -0,089% 0000 |
(VCDM) p-valor 0,5924 0,5690 0,6790 0,3624 0,5335 0,3624 0,3294 0,9451 0,1841 0,4009 -
condicao clinica (0) SPeaMan (o) 0/0213 0,0048 0j0522 44,0051 0fi302 0jo347 0j2252 [M2426 [ 6357 [796 4032 @,1552 1j6600 |
p-valor 0,8421 0,9640 0,6250 0,3781 0,2265 0,7486 <0.05 <0.05 <0.001 <0.001 0,1442 -
sobrevida Spearman (p). ko,0263 [Wo,2447 t0,0193 p.1009 [®0,1833 bl13s2  [0,3495 2576 540 [f0,0885 p1203  [N0,4190 fiooo0 |
p-valor 0,8058 <0.05 0,8560 0,3498 0,0875 0,2059 <0.001 <0.05 < 0.001 0,4068 0,2586 <0.001 -

Fonte: dados da pesquisa
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TABELA 10. Matriz de correlagdo das MPTHs em CCEB com os tipos de tratamentos, condi¢ao clinica e sobrevida, para o grupo PNM

. . . " condigdo _— . .
N N - B cirurgia + quimioterapia . o condicdo condigcao condicao .
PNM H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac cirurgia radioterapia radioterapia + radioterapia trimodal (CQR) (::;I;I;? clinica (VCDP) clinica (VCDM) clinica (0) sobrevida
H3kd Spearman (p). 1,0000 [ 0,5128 07077
me2
p-valor - < 0.001 < 0.001
Spearman (p). [T0,5128 71
H3K4me3 p-valor <0.001 — <0.001
H3KA4 Spearman (p). 0,7077 05471
ac
p-valor <0.001 <0.001 -
cirurgla Spearman (p). [® -0,1189 [ 01140 [ -0,1166 o000 |
p-valor 0,4651 0,4830 0,4730 -
radioterapia Spearman (p). | 0,0247 0/2961 | 00082 [W -0,1754
p-valor 0,8799 0,0635 0,9590 0,2791 -
cirurgia + Spearman (p). 10,0485 [ -0,2252 [-0,0171 [ -0,2837 ¥ -0,1312 0000 |
radioterapia p-valor 0,7665 0,1620 0,9160 0,0761 0,4199 -
quimioterapia+ Spearman (p). #0,1910 W0.3165 10,0371 [ -0,2837 [® -0,1312 [ -0,2121 o000 |
radioterapia p-valor 0,2378 <0.05 0,8200 0,0761 0,4199 0,1888 -
trimodal (CQR) Spearman (p). [#0,0969 [®0,1348 10,0923 [0,4032 [Mo0,1864 [0,3015 [0,3015 o000 |
p-valor 0,5520 0,4070 0,5700 <0.01 0,2494 0,0587 0,0587 -
condigao clinica Spearman (p). -0,1102 I 0,0708 ¥ 0,1064 70,1990 -0,0808 I -00428 [®W -0,1746 | 0,0328 o000 |
(VSD) p-valor 0,4874 0,6550 0,5020 0,2183 0,6202 0,7931 0,2813 0,8409 -
condigao clinica-  Spearman (p). f0,0575 [%0,1293 [®0,2111 [0,1680 8]0949 [0,2303 90987 #2182 [E0,4979 foooo |
(VCDP) p-valor 0,7178 0,4140 0,1790 0,3002 0,5602 0,1529 0,5446 0,1761 <0.001 -
condigao clinica-  Spearman (p). | -0,0185 [ -0,0323 | -0,0092 70,1156 [} -0,0653 10,1962 @ -0,1057 [® -0,1502 [ -0,2132 @ -0,1168 #0000 |
(VCDM) p-valor 0,9077 0,8390 0,9530 0,4775 0,6888 0,2249 0,5164 0,3550 0,1752 0,4614 -
condigao clinica (0) Spearman (p). drls77 d0559 (0806 ,1285 d,0372 584 dri584 [@,1588  [ED,5680 [%,3111 ®.,1332 #0000 |
p-valor 0,2340 - 0,7250 0,6110 0,4293 0,8197 0,3289 0,3289 0,3276 <0.001 <0.05 0,4004 -
sobrevida Spearman (p).  [M -0,1645 [ -0,2048 [ -0,1158 J0.2547 [} -0,0699 {00171 [ 02622 ] 0,0236 #0.3540 [® -0,1484 00277 [ -0.2770 #0000 |
p-valor 0,2979 0,1930 0,4650 0,1128 0,6682 0,9166 0,1021 0,8849 <0.05 0,3482 0,8619 0,0757 -

Fonte: dados da pesquisa
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TABELA 11. Matriz de correlagdo das MPTHs em CCEB com os tipos de tratamentos, condicao clinica e sobrevida, para o grupo PM

. . A " condigdo _— . .
N N " N cirurgia + quimioterapia . L condicdo condigcao condicao .
PM H3k4me2 H3K4me3 H3K14ac cirurgia radioterapia radioterapia + radioterapia trimodal (CQR) c(:\l;r;l;; clinica (VCDP) clinica (VCDM) clinica (0) sobrevida
H3kdme2 Spearman (p). I4,0000  |IE 10,3037 05539
p-valor - <0.05 < 0.001
H3Kdme3 Spearman (p). 10,3037 0000 B 0,3798
p-valor < 0.05 - <0.01
H3KA14 Spearman (p). IT0,5539 I 03798
ac
p-valor < 0.001 <0.01 -
cirurgla Spearman (p). [§ -0,1204 I 0,1656 10,1694 o000 |
p-valor 0,4149 0,2605 0,2490 -
radioterapia Spearman (p). | 0,0234 I 00682 I -00490 [ -00862
p-valor 0,8744 0,6451 0,7400 0,5604 -
cirurgia+ Spearman (p). 1 0,0705 0 -0,0751 H -0,079 § 00788 [® -0,1562 0000 |
radioterapia p-valor 0,6340 0,6121 0,5900 0,5944 0,2891 -
quimioterapia+ Spearman (p). [ -0,2217 [ -0,0497 [® -0,1705 @ -0,1338 [ -0,2651 [ -0,2425 o000 |
radioterapia p-valor 0,1299 0,7375 0,2460 0,3646 0,0686 0,0967 -
trimodal (CQR) Spearman (p). @907 ,0200 784 ,1688 [ 3345 [®,3059 [ED5194 o000 |
p-valor 0,1942 0,8927 0,2250 0,2515 <0.05 <0.05 <0.001 -
condigao clinica Spearman (p). #0.2742 @ -0,1134 10,0694 ™ -0,1271 ¥ -0,1190 10,0532 [ -0,2879 W013695 o000 |
(VSD) p-valor 0,0594 0,4428 0,6390 0,3894 0,4205 0,7197 <0.05 <0.01 -
Condigao clinica Spearman (p). | 0,0222 #0,2079 ] 0,0162 [ -0,0933 [ -0,0264 | 0,0000 10,0820 [ -0,0191 [ -0,2726 o000 |
(VCDP) p-valor 0,8810 0,1562 0,9130 0,5284 0,8586 1,0000 0,5796 0,8977 0,0609 -
Condigao clinica-  Spearman (p). [ -0,1685 ¥ -0,0843 10,1264 [ -0,0304 I -0,0603 I -0,0551 ¥ -0,0936 70,1802 B -0,0889 § -0,0652 #0000 |
(VCDM) p-valor 0,2523 0,5690 0,3910 0,8374 0,6841 0,7098 0,5269 0,2203 0,5479 0,6596 -
Condicao clinica-(0) Spearman (p). [@,2128 -d,0302 48,1102 0fio18 0f432 -4,0316 02223 [M8,3669 [ 6625 98 4862 18,1586 19000 |
p-valor 0,1464 0,8380 0,4550 0,1916 0,3317 0,8311 0,1288 <0.05 <0.001 <0.001 0,2817 -
sobrevida Spearman (p). 574 [Mo,2766 811132 [0,2935 [0,2024 #2001 [o,3276 352 a2 $,0101 G632  [HM0.4799 fioo00 |
p-valor 0,2855 0,0571 0,4430 0,0429 0,1677 0,1727 <0.05 <0.01 <0.001 0,9457 0,2677 <0.001 -

Fonte: dados da pesquisa
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6.4 Envolvimento de H3K4me2, H3K4me3 e H3K14ac com metastase locorregional de CCEB

Apos ter sido constatado um significativo aumento da expressao de H3K14ac no grupo
PM, optou-se por investigar se essas MPTHs poderiam ser utilizadas como preditores de
ocorréncia de metastases locorregionais. Dessa forma, foram construidas curvas Receiver
Operator Characteristic (ROC) para cada histona (TAB. 12 e FIG. 15).

A curva ROC de H3K14ac apresentou sensibilidade de (81,3%) com (p=0,02). Apesar
de ndo ter apresentado uma especificidade tdo boa quanto sua sensibilidade, este achado
sugere que o aumento da expressao da H3K14ac poderia ser usado como ferramenta de

triagem para a investigacdo de pacientes diagnosticados com CCEB NO. (TAB. 12).

FIGURA 15. Curvas ROC (Receiver operating characteristic) para cada MPTHs envolvida.
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TABELA 12. Valores preditivos da curva ROC para cada MPTHs

VALORES PREDITIVOS H3K4me2 H3K4me3 H3K14ac

Ponto de corte (cut off) 0.9600 0.9500 0.1400
Sensibilidade 0.5420 0.5000 0.8130
Especificidade 0.6430 0.6670 0.4520
RV+ 1.5200 1.5000 1.4800
Valor preditivo positivo 63.41% 63.15% 62.87%
RV- 0.7100 0.7500 0.4100
Valor preditivo negativo 55.16% 53.89% 32.07%
Acuracia 0.5892 57.8000 64.4400
Distancia (d) 0.58 0.60 0.58

AAC 0,59 0,58 0,63

Legenda: (RV+) razdo de verossimilhanga, (RV-) razio verossimilhanga negativa, (AAC) area abaixo da curva

Fonte: dados da pesquisa

6.5 Analises univariada e multivariada

Modelos de regressao de Cox uni e multivariados foram realizados com intuito de

avaliar possiveis preditores independentes de prognostico (TAB. 13). Os resultados da anélise

univariada mostraram significancia com H3K4me3 (p<0,026). Com relagdo as variaveis

clinicopatoldgicos, foram encontradas significancias para historia familiar de cancer

(p=0,027), tamanho do tumor (p=0,024)e metastase (p=0,004). Com relacdo a andlise

multivariada, nenhuma delas foi considerada um fator independente de progndstico.

TABELA 13. Regressao de risco proporcional de Cox para analises univariada e multivariada

VARIAVEIS ANALISE UNIVARIADA ANALISE MULTIVARIADAS
HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p
H3k4me2
Baixo 0.877 (0.437 — 1.763) 0.713
Alta 1
H3k4me3
Baixa 0.449 (0.222 — 0.907) 0.026 * 0.496 (0.227 — 1.085) 0.079
Alta 1 1
H3kl14ac
Baixa 0.605 (0.261- 1.403) 0.242
Alta 1
Historia familiar de
cancer
Sim 0.414 (0.189 - 0,906) 0.027*
Nao
Tamanho
<4cm 0.424 (0.201 - 0,895) 0.024*
>4 cm
Metastase 0,004
Sim 0.305 (0,137 - 0,682)
Ndo

(*) Modelo de regressao de risco proporcional de Cox para analise univariada, com o < 0,05.
(RR): risco relativo, (IC): intervalo de confianga.

Fonte: dados da pesquisa
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6.6 Impacto das MPTHs na sobrevida

6.6.1 Relagdo da expressdao de H3K4me2, H3k4dme3 e H3kl4ac com sobrevida

Como ja mencionado anteriormente, os pacientes foram agrupados de acordo com as
MPTHs tendo como referéncia o ponto de corte (cut off) estabelecido pela curva ROC para
classificar os pacientes em alta e baixa expressao.Foram considerados os escores 0 (baixa
expressao) e 1 (alta expressao) para valores abaixo e acima do cut off, respectivamente.As
analises de sobrevida de Kaplan-Meier mostraram que apenas H3K4me3 teve impacto
significante na sobrevida, estando sua alta expressdo foi associada a um pior prognéstico
(p=0,022) (FIG. 16B). Tanto H3K4me2 como H3kl4ac ndo apresentaram diferengas
significantes das taxas de sobrevida (FIG. 16A e 16C).

FIGURA 16. Curvas de Kaplan-Meier para tempo de sobrevida dos 90 pacientes com CCEB de acordo
com a alta e baixa expressdo das MPTHs.
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5.6.2 Andalise da combinagdo dos padroes de expressdo das MPTHs com sobrevida

Para verificar se a combinag@o de histonas (nesta ordem: H3K4me2 / H3K4me3 /

H3K14ac) poderia ter um impacto na sobrevida dos pacientes, os mesmos foram ainda
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agrupados de acordo com alta (A) e baixa (B) expressdo para cada uma das MPTHs, sendo
que no final foi possivel obter oito tipos de combinacdes: AAA, AAB, ABA, BAA, BBA,
BAB, ABB ¢ BBB.

As andlises de sobrevida de Kaplan-Meier de todos os 90 pacientes com CCEO
apresentaram significancia limitrofe (p=0,063), embora a combinacdo BAA apresentou uma
menor taxa de sobrevida quando comparado aos demais (FIG. 17A). Com relagdo aos grupos
PNM e PM, foi observada uma diferenca interessante na sobrevida dos pacientes. No grupo
PNM, nenhuma significancia foi alcangada (p=0,14), embora a combinagdo AAA tenha tido a
menor taxa de sobrevida quando comparada com os outros grupos (FIG. 17B). Por outro lado,
no grupo PM foi encontrada significancia estatistica (p=0,0004) para a combinacao BAA, os
quais apresentaram pior sobrevida quando comparados as demais combinagdes BAA x ABA
(HR: 6,8477; IC: 5,23 - 132; p = 0,0002); AAA x AAA (HR: 5,427; IC: 4,362- 103,6;
p=0,0003), BAA x BBA (HR: 5,930; IC: 2,836 - 57,51; p=0,0020) (FIG. 17C).

FIGURA 17. Curvas de Kaplan-Meier para tempo de sobrevida dos 90 pacientes com CCEB de
acordo com as combinagdes de alta e baixa expressao das MPTHs.
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7 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, as pesquisas sobre MPTHs avangaram muito € os conhecimentos
adquiridos no contexto do cancer t€ém sido muito promissores ¢ com grande potencial de
trazer beneficios profilaticos, diagnosticos e terapéuticos aos pacientes. As MPTHs
desempenham um papel importante na transcricdo génica, levando a compactagdo ou a
descompactagdo da cromatina, impedindo ou favorecendo, respectivamente, o recrutamento
de maquinaria de transcrigao génica (IRIMIE et al., 2018). Padrdes globais de MPTHs tém
sido sugeridos como determinantes na obtencdo de resultados clinicos favordveis aos
pacientes acometidos por neoplasias malignas, mas para o CCEB isso ainda ndo estd tdo bem
estabelecido na literatura. Nesse sentido, o foco principal deste estudo foi avaliar o papel das
MPTHs H3K4m2, H3K4me3 e H3K14ac no comportamento biologico do CCEB com énfase
no desenvolvimento de metastases e impacto na sobrevida dos pacientes.

Como ¢ de conhecimento amplo, metastase ¢ um dos fatores de progndstico mais
importante para o CCEB e qualquer neoplasia maligna, influenciando diretamente na
sobrevida dos pacientes (MATSUO et al., 2018; CAMPOS-FERNANDES ef al., 2018). Com
1sso em mente, optamos em dividir nossos pacientes em dois grupos, denominados PNM e
PM, tendo como base o diagnostico de metéstase, com intuito de investigar, com mais clareza,
o papel das MPTHs investigadas, além de avaliar a relacdo delas com os dados
sociodemograficos e clinicopatologicos dos pacientes. Em nosso estudo foi possivel
identificar uma diferenca significante na expressdao de H3K14ac no grupo PM em comparacao
com o grupo PNM. Além disso, H3K14ac foi fracamente correlacionada com metastase
linfonodal e ndo teve impacto na sobrevida dos pacientes. Niveis de expressdao de H3K14ac
foram significativamente maiores em tumores de tiredide (PUPPIN et al., 2012) e de prostata
em estdgio avancado (LEE; YANG; LINDAHL, et al., 2017). Nesses dois estudos, essa
MPTH foi associada com estdgios mais avancados da doenca, corroborando com nossos
resultados.

No caso do CCEB, apenas dois estudos, um envolvendo pacientes (ARIF et al., 2010)
e outro em modelo animal de carconogénese (URVALEK et al., 2015), observaram uma
expressao aumentada de H3K14ac em tecido tumoral quando comparado ao tecido normal
adjacente. No entanto, nenhum deles avaliou a sua influéncia na ocorréncia de metastase. Em
virtude desses resultados, resolvemos investigar a possibilidade de a H3kl4c poder atuar
como fator preditivo de metastase. A partir da andlise da curva ROC, H3K14ac apresentou

uma alta sensibilidade (81,3%), o que sugere que essa MPTH pode ser usada como ferramenta
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de triagem para a investigagdo de pacientes diagnosticados com CCEB NO, mas com risco
maior de desenvolverem metastases linfonodal clinicamente no decurso da doenca. Além
disso, testes com boa sensibilidade apresentam melhores chances de excluir casos falsos
negativos, sendo isso de suma importancia para o CCEB na medida em que até um ter¢o dos
pacientes podem apresentar metéstases ocultas (NOGUTI et al., 2012).

Quanto as analises uni ¢ multivariada, a H3k14ac nd3o mostrou ser um fator de
progndstico independente e também nao teve impacto na sobrevida dos pacientes. No entanto,
uma caracteristica interessante da H3K14ac foi relatada em um estudo anterior Nakanishi et
al. (2008), o qual destacou uma intima relagdo de acetilagdo com hipermetilagao de residuo de
lisina. Surpreendentemente, a expressdao aumentada de H3Kl14ac foi especificamente
associada com H3K4me3, elucidando inclusive que a acetilagdo em K14 esta direcionada
apenas para a trimetilacdo de K4me3 e ndo para di-metilagdo, ocorrendo assim um processo
de estabilizagdo mutua destas duas MPTHs. A partir dos achados anteriores, foi possivel
entender melhor nossos resultados, pois a MPTH responsavel pela diminui¢do da sobrevida
dos pacientes foi H3K4me3 e nao H3Kl4ac, sendo que esta ultima estava apenas
correlacionada com metédstase. Assim, sugerimos que H3Kl4ac pode influenciar
negativamente na sobrevida dos pacientes com CCEB tanto de forma direta como indireta.

O aumento da metilagio em H3K4 esta positivamente correlacionado com a
transcricdo génica, portanto, desempenhando vérios papé€is distintos durante a expressdao
génica, sendo esse processo modulado por metiltransferases e demetilases especificas
(YANG; ERNST, 2017). Outro destaque dado a essa MPTH ¢ o fato de que H3K4 poder ser
mono-metilado (H3K4mel), di-metilado (H3K4me?2) e tri-metilado (H3K4me3), aumentando
consideravelmente a diversidade das suas fungdes reguladoras, podendo atuar inclusive de
forma antagonica dependendo do aumento ou diminui¢ao do nimero de metilagdes.

Em nosso estudo, quando se comparou a expressao de H3K4me2 e H3K4me3 entre os
grupos PNM e PM, ndo foram constatadas diferencas na expressdao delas. Esse achado foi
similar ao descrito em outro estudo em que os niveis de H3K4me3 foram semelhantes em
todos os estagios de evolugdo tumoral as etapas e com coloragdo quase uniforme em todas as
etapas (CHEN et al., 2013).Em dois estudos, observou-se niveis elevados de H3K4me?2 e
baixos de H3K4me3 em lesdes de CCEB e displasicas em comparagdo com tecidos saudaveis
(MANCUSO et al., 2009; PIYATHILAKE et al., 2005), mas em nenhum deles, as variacdes
de expressdo delas foram estudadas com o mesmo propodsito desse estudo (comparando PNM
com PM). Outro resultado interessante que obtivemos foi a correlagdo significante e de forma

inversa entre H3K4me3 com tumores bem diferenciados, sugerindo que, na medida em que
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esta trimetilacdo aumenta, os tumores vao se tornando menos diferenciados, podendo
influenciar negativamente na sobrevida dos pacientes. Essa correlagdo indireta entre
H3k4me3 e gradagao histologica também foi evidenciada no grupo PM e com uma forga de
correlagdo ainda maior.

Poucos estudos examinaram a associa¢ao entre as metilagdo de H3K4 e sobrevida dos
pacientes, ¢ aqueles estudos que se propuseram fazer tal andlise obtiveram resultados
conflitantes (LIU et al., 2010; ELLINGER et al., 2010).Além disso, nao ficou claro nesses
estudos se as diferengas entre os subtipos de metilagdo da H3K4 poderiam ter contribuido
para essas discrepancias. Um estudo de meta-analise com 1181 artigos relatou que uma
diminui¢ao de H3K4me2 e um aumento da expressao de H3K4me3 foram significativamente
correlacionados com uma pior sobrevida (LI et al., 2018). Neste estudo, foi constatado que
diferentes estados de metilagdo em H3K4 podem exercer diferentes efeitos sobre o
comportamento bioldégico dos tumores, podendo H3K4me2 e H3K4me3 atuar, inclusive,
como ativadores transcricionais e promover a expressdo de genes. Entretanto, os efeitos
reguladores positivos ou negativos de H3K4me2 e H3K4me3 na carcinogénese sdo altamente
dependentes de sua interacdo com fatores biolodgicos e ambientais (DEB ef al., 2014). Em
nosso estudo, a H3K4me3 foi significativamente correlacionada com o tabagismo,
confirmando mais uma vez o peso que os fatores ambientais podem exercer nas MPTHs.
Quanto mais fatores de risco estiverem presentes maiores serdo as chances de ocorrer
alteragdes epigenéticos anormais e desordenadas, favorecendo a instabilidade gendmica, o
desenvolvimento e progressao tumoral. Além disso, o sinergismo entre fumo e alcool foi mais
uma vez elucidado, evidenciando-se o perfil caracteristico dos pacientes com CCEB,
principalmente homens, fumantes e etilistas. No entanto, um dado interessante pdde ser
observado aqui quando se encontrou uma correlagdo entre o grupo PM com idade e consumo
de alcool, indicando que pacientes com CCEB metastaticos sdo, principalmente, homens,
etilistas e com idade menor a 55 anos.

Pesquisas anteriores do nosso grupo (MATSUO et al, 2018; CAMPOS-
FERNANDES et al., 2018) relataram o peso que fatores como género, etilismo, tamanho do
tumor, estadiamento e metastase exercem negativamente no prognodstico e diminuicdo da
sobrevida, achados confirmados também nesse estudo. Além disso, a partir das anélises de
correlagdo de Spearman, foi possivel observar correlacdes significantes entre a historia
familiar de cancer com sintomatologia, tamanho do tumor, recidiva e 6bito, sugerindo que
pacientes com CCEB que ja possuem historia familiar poderiam apresentar pior prognostico e

menor sobrevida. Ainda dentro da correlacao entre as variaveis clinicopatologicas, observou-
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se que tumores com um tempo de evolucdo superior a 6 meses apresentam correlagdo direta
com sintomatologia, recidiva e sobrevida com doenca, evidenciando mais uma vez que o
diagnostico tardio, piora o prognostico e reduz a sobrevida.

Pela primeira vez um aumento dos niveis de H3k4me3 no CCEB foi observado como
tendo um impacto na sobrevida dos pacientes. Das tré&s MPTHs investigadas, apenas a
H3K4me3 apresentou significancia na andlise univarida, além de também ter impactado na
sobrevida. Contudo, na analise multivariada, nenhuma das histonas pode ser considerada
como um fator independente de prognostico. Embora nao se conhe¢a mecanisticamente como
essa MPTH pode contribuir para impactar a sobrevida de pacientes acometidos por tumores,
alguns estudos relataram que isso pode ser influenciado pelo aumento da regulacdo de uma
HAT (Pygo 2) em alguns tipos de cancer (POPADIUK ef al., 2006; ANDREWS et al., 2008).
A Pygo?2 ¢ capaz de recrutar algumas trimetiltransferases, como (MLLI/MLL?2) para a histona
H3K4, nos genes alvo da via WNT (ZHOU et al., 2016). A ativacdo aberrante da via WNT/
catenina desempenha um papel fundamental na transformagao neoplasica ¢ na progressao do
CCEB, favorecendo a transi¢do epitélio-mesénquima, desdiferenciacdo, invasdao e migragao,
sendo todos estes fatores preponderantes para um pior progndstico e, consequentemente,
impacto negativo na sobrevida dos pacientes (TOH et al., 2017).

Devido ao fato de todas as histonas terem apresentado correlagdes estatisticamente
significantes entre elas, também perguntamos se a combinacdo das MPTHs poderia ter
impacto na sobrevida dos 90 pacientes com CCEB e também nos grupos PNM e PM. Quanto
aos 90 pacientes, observou-se que a baixa expressdao de H3k4me2, alta de H3K4me3 e alta
H3K14ac (BAA) tiveram a menor taxa de sobrevida, apesar de ndo ter sido significativo. No
entanto, essa mesma combinacdo dentro do grupo PM teve um impacto negativo significante
na sobrevida. Como a metéstase linfonodal cervical ¢ um dos fatores de prognosticos no
CCEB e que mais interfere negativamente na sobrevida (MATSUO et al., 2018; CAMPOS-
FERNANDES et al., 2018), todos esses resultados indicam que a combinacao destas MPTHs
tem um grande valor na determinacao do prognostico desses pacientes.

Um fato interessante ¢ que o aumento de H3K4me?2 levou a melhora da sobrevida de
pacientes do grupo PM (comparar ABA x BAA) (FIGURA 17C). A alta expressdo de
H3K4me2 melhorou a sobrevida de pacientes com carcinoma de pulmdo em estagio inicial
(LUIL; DONG; WANG et al., 2013), enquanto que a diminui¢do dos niveis de H3K4me?2 foi
associado com prognoéstico ruim para pacientes acometidos com adenocarcinoma pancreatico
ndo avancado (linfonodo negativo) (ANDREWS et al., 2007), cancer de prdstata baixo grau

Gleason (ANDREWS et al., 2008), cancer de pulmiao em estidgio inicial e cancer renal
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localizado (URAGUCHI et al., 2004).Portanto esses dados sugerem que baixos niveis de
H3K4me?2 poderiam estar associados a uma diminui¢do da expressao de genes supressores de
tumores (KURDISTANI et al., 2007). De fato, observou-se que a enzima mono-di-
desmetilase (LSD1) especifica da lisina medeia a demetilagdo da H3K4me2 do gene P21/,
suprimindo sua expressdo em tumores gastricos. Isso nos leva a sugerir que niveis reduzidos
de H3K4me2 poderiam estar associados a diminui¢do da expressdo de genes supressores
tumorais dos pacientes acometidos com CCEB metastaticos, pois a fun¢do suprimida de
P2Jaumentariam as chances de um tumor progredir. Este fato também pode explicar, em
parte, o fato de a baixa expressdo de H3K4me2 no grupo PNM ter melhorado a sobrevida dos
pacientes ja que a funcdo de P21 poderia nao estar afetada nesse contexto.

A partir da analise critica de nossos resultados, fica evidente o papel da metilagao e
acetilagdo nos residuos de lisina 4 e 14 da histona H3 na tumorigénese do CCEB. Para o
entendimento de como as diferengas no padrao de expressdo de H3K4me2, H3K4me3 e
H3K14ac poderao influenciar no prognostico e na sobrevida dos pacientes com CCEB, ¢
importante considerarmos os provaveis efeitos destas MPTHs na transcrigdo génica
(interferindo ou ndo na expressdo de oncogenes e de genes supressores de tumor), os quais
poderdo agir de forma antagonica nas etapas da carcinogénese bucal. Além disso, a analise de
correlagdo entre os dados sociodemograficos e clinicopatologicos dos pacientes em estagios
iniciais ou avangados da doenca com as MPTHs aqui estudadas, ajudara na elaboracao de
novas estratégias que beneficiem ndo apenas o diagnoOstico precoce, mas também o
desenvolvimento de novos recursos terapéuticos que, somados aos protocolos ja existentes,
promoverao uma melhora no progndstico. A ideia de combinar a terapia padrdo com novos
agentes moduladores epigenéticos poderd melhorar significativamente o desfecho clinico dos

pacientes com CCEB e a sobrevida dos pacientes.



8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que:

e O aumento de H3K4me3ocasionou um impacto negativo na sobrevida dos 90
pacientes com CCEB, além do fato de que a trimetilagao de H3K4.

e Maiores niveis de H3k4me 3 foram correlacionados aos pacientes tabagistas e
também com tumores menos diferenciados.

e Os niveis de acetilagdo de H3K 14 foram mais expressos em pacientes com CCEB
metastaticos, podendo o aumento desta modificacao ter influenciado, mesmo que
indiretamente, nos niveis de trimetilagao de H3K4.

e H314ac apresentou correlagdo com metastase linfonodal, mas o seu papel como
ferramenta de diagnostico para metastase ndo pode ser confirmado, necessitando

de mais estudos com essa finalidade.

Mais estudos devem ser realizados quanto a presenga destas trés MPTHs nos pacientes
com CCEB, principalmente com relacdo aos efeitos que suas agcdes combinadas podem gerar

no prognostico e sobrevida dos pacientes.
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