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RESUMO

Os estudos epigenéticos em torno das modificacdes pés-traducionais
de histonas e suas enzimas sao da maior importancia, especialmente no que diz
respeito ao carcinoma de células escamosas bucal. Isso ocorre porque elas sdo
modificacdes epigenéticas envolvidas na progressdo e desenvolvimento do
tumor. Dessa forma, o nosso estudo pretendeu avaliar as modificacdes pos-
traducionais de histonas H3S10ph, H3k9ac e H4K12ac e as enzimas GCN5 e
Aurora B, analisando a sua importancia em pacientes acometidos por carcinoma
de células escamosas bucal. Primeiramente, uma amostra composta por 90
pacientes diagnosticados com essa nheoplasia foi selecionada. Entdo, a
coloracdo imuno-histoquimica com anticorpos contra H3S10ph, H3K9ac,
H4K12ac, GCN5 e Aurora B foi realizada nas amostras de tecido fixado em
parafina. Foi preparada uma associacdo das modificacdes pés-traducionais de
histonas e dos niveis de expressdo das enzimas com fatores clinicopatologicos,
bem como um teste de correlacdo entre elas e analise de sobrevida dos
pacientes. Todas as modificacOes de histona e enzimas mostraram expressao
nuclear em células tumorais. Encontramos as seguintes associacdes
significativas: alta Aurora B, GCN5, H3S10ph, H3K9ac e H4K12ac com local de
localizagéo; alta expressdo GCN5 e H3k9ac com tabagismo; baixa expressao
GCN5 com recidiva. Além disso, foi encontrada uma correlacdo positiva entre:
Aurora B e H3S10ph; GCN5 e H3K9ac; H3K9ac e H3S10ph; Aurora B e GCNS5.
As nossas descobertas sugerem que H3S10ph, H3K9ac, H4K12ac, Aurora B e
GCN5 podem participar no desenvolvimento da CCEB, mas n&o na sua

progressao.

Palavras-chave: cancer bucal; carcinoma de células escamosas;

imuno-histoquimica; modificacdes de histona; prognostico.
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ABSTRACT

Epigenetic studies around histone modifications and its enzymes are
of utmost importance, especially regarding oral squamous cell carcinoma. It
comes to the fore as they are epigenetic modifications involved in tumor
progression and development. Therefore, our study intended to evaluate the
expression of H3S10ph, H3K9ac, and H4K12ac histone modifications and GCN5
and Aurora B enzymes, analyzing it is importance on OSCC patients. Firstly, a
sample composed of 90 patients diagnosed with OSCC was selected. Then,
immunohistochemical staining with antibodies against H3S10ph, H3K9ac,
H4K12ac, GCN5, and Aurora B was performed on their paraffin-embedded tissue
samples. An association of the histone modifications and enzyme expression
levels with clinicopathological factors was prepared, as well as a correlation test
and survival analysis. All the histone modifications and enzymes showed nuclear
expression in tumor cells. The following significant associations were found: high
Aurora B, GCN5, H3S10ph, H3K9ac, and H4K12ac with location site; high GCN5
and H3k9ac expression with smoking; low GCN5 expression with relapse.
Besides that, a positive correlation was found between Aurora B and H3S10ph;
GCN5 and H3K9ac; H3K9ac and H3S10ph; Aurora B and GCN5. Our findings
suggest that H3S10ph, H3K9ac, H4K12ac, Aurora B and GCN5 may participate
in OSCC development, but not on its progression.

Keywords: histone modifications; immunohistochemistry; oral cancer; prognosis;

squamous cell carcinoma.
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1.INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO
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1.1Carcinoma de Células Escamosas Bucal

A cavidade oral é um do sitios mais acometidos por cancer no mundo,
sendo que no ano de 2018 relataram-se mais de 300.000 novos casos, dos quais
aproximadamente 50% podem levar a 6bito (Warnakulasuriya, 2009; Bray et al.,
2020). Nesse contexto, o carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) é a
neoplasia maligna mais comum a atingir a cabeca e 0 pesco¢o, com excecao
dos tumores de pele tipo nao-melanoma. Na boca, representam
aproximadamente 90% dos canceres ai incidentes (Khurshid et al., 2018; Chi, et
al., 2015). No Brasil ele é quinto tumor mais comum entre 0os homens, e o décimo
terceiro entre as mulheres, com estimativa de quase 15.000 novos casos para
cada ano do triénio de 2020 e 2022 (Instituto Nacional do Céncer [INCA], 2020).

Dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de CCEB, o
tabagismo e o etilismo estdo presentes em 90% dos casos e possuem acéo
sinérgica (Koontongkaew, 2013; Dissanayaka et al., 2012). A probabilidade de
desenvolvimento de cancer na boca é trés vezes maior em pessoas que fumam,
sendo a quantidade de cigarros e o tempo de uso diretamente relacionados ao
seu desenvolvimento (Gandini et al., 2008; Lee et al., 2009). N&do obstante, todas
as formas de exposicdo aos produtos do fumo carregam algum risco para o

desenvolvimento de neoplasias (Boyle et al., 2006).

Por outro lado, tem sido um desafio avaliar a participagao do etilismo
isoladamente no processo de carcinogénese, uma vez que 75% dos pacientes
diagnosticados com céancer de boca fazem o uso de tabaco e alcool
simultaneamente (Reidy, 2011). Seu papel na carcinogénese bucal pode estar
ligado ao metabolismo do etanol em acetaldeido pela enzima &lcool
desidrogenasse, uma vez que o acetaldeido é conhecido por danificar o DNA
das células (Ogden, 2018). Além disso, em contato direto com a mucosa oral o
alcool aumenta sua permeabilidade e atrofia o epitélio, deixando o epitélio da

mucosa mais susceptivel as agressoes exdgenas (Rivera, 2015).

Além disso, estudos recentes demonstram que os virus da familia dos
papilomavirus humanos (HPV) constituem-se provaveis agentes etiolégicos no

desenvolvimento de carcinoma de células escamosas ha regido da cabeca e do
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pescoco (Hubbers e Akgul, 2015), especialmente na orofaringe. Entre os
sorotipos mais estudados estdo os HPV16 e HPV18, jA& comprovadamente

relacionados ao acometimento por CCEB (Kreimer et al., 2015)

7z

Para melhor compreensdo de sua carcinogénese, € importante
ressaltar que um determinado percentual de casos exibe uma fase precedente,
clinicamente reconhecida como lesbes potencialmente malignas (LPM), ou
cancerizaveis (Warnakulasuriya et al., 2007). As LPM mais comuns encontradas
na cavidade oral sdo a eritroplasia, a leucoplasia e o liquen plano
(Warnakulasuriya, 2018). Apesar do diagndéstico dessas lesGes ser tipicamente
clinico, sua analise microscopica é mandatéria. Este procedimento € indicado
para descartar a presenca de lesdes cujos aspectos histopatolégicos sejam
nosologicamente distintos, e identificar e avaliar a presenca de displasia epitelial.
A displasia tem sido considerada “padrao ouro” para predizer a possibilidade de

transformacao maligna da LPM (Speight, 2007).

Clinicamente o CCEB se caracteriza como lesfes que podem
apresentar aspecto eritroplasico, leucoplasico, ou eventualmente misto. A
manifestacéo clinica prevalente é a Ulcera com bordas elevadas e endurecidas,
com endurecimento basal e profundo. Nos casos avangados, a lesédo apresenta-
se Ulcero-vegetante, com presenca de necrose, denotando franca infiltracédo
(invasdo) nos tecidos subjacentes, (Neville e Day, 2002). No estagio inicial, as
lesbes podem ser assintométicas e sdo frequentemente negligenciadas pelo
paciente e pelo profissional, mas em estagio avancado podemos encontrar
diversos sintomas, como sangramento bucal, perda de dentes, disfagia,

odinofagia e Ulcera que nao-cicatrizante (Sidron e Anton, 2015).

Uma vez feito o diagndstico de CCEB através de bidpsia, a
determinacdo do progndstico depende de diversos fatores, entre eles:
estadiamento da lesédo; invasdo perineural; invaséo linfovascular; profundidade
de invasado, presenca de metastase; identificacdo de HPV; e alto grau de
displasia nas margens cirurgicas (El-Naggar et al.,, 2017). O sistema de
estadiamento preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica
a neoplasia utilizando as letras T, N e M sendo que: T representa as dimensdes
do tumor e sua profundidade de invaséo; N representa a presenca de linfonodo

cervical positivo; e M representa a ocorréncia de metastase a distancia. A partir

15



da classificacdo TNM é possivel separar as les6es em estagio inicial (I e 1) e em
estagio avancado (lll e 1V) (Muller, 2017). Histopatologicamente, a gradacao se
da pelo nivel de diferenciacdo tumoral e sua semelhanca com o tecido normal,
com bem, moderadamente e pobremente diferenciado. Complementam esses
parametros a presenca de invasdo tumoral acima de 4mm. (El-Naggar et al.,
2017) A presenca de invasdo perineural e linfovascular, por sua vez, esta
intimamente ligada ao tamanho do tumor, bem como sua profundidade de
invasdo e maior risco de desenvolvimento de metastases linfonodais (Taghavi e
Yazdi, 2015; El-Naggar et al., 2017). J4 o alto grau de displasia nas margens
cirurgicas implica diretamente em menor tempo de sobrevida dos pacientes, uma
vez que em pacientes nos quais a remocao € feita com margens seguras existe

80% de possibilidade de sobrevida acima de cinco anos (Chen, et al., 2012).

Dos fatores citados acima, o estadiamento da lesdo auxilia na escolha
do tratamento a ser empregado em pacientes acometidos por CCEB, porém néo
somente ele deve ser considerado na escolha do tratamento, uma vez que o
paciente pode apresentar outras condi¢ges sistémicas e comorbidades (Huber e
Tantiwongkosi, 2014). Dessa forma, as modalidades mais comuns de tratamento
sao: cirurgia, radioterapia e quimioterapia e, de modo geral, os pacientes sdo
tratados utilizando apenas uma ou combinacdes dessas modalidades (Rivera,
2015). Como aproximadamente um terco dos casos de CCEB sao
diagnosticados no estagio inicial, geralmente o tratamento cirdrgico,
radioterapico ou ambos apresentam um bom progndéstico para estes pacientes,
com taxas de cura de 65% a 80% (Yao et al., 2007). No entanto, a maioria dos
casos de CCEB séao diagnosticados no estagio avancado com expectativa
abaixo de 50% para sobrevida de cinco anos e inferior a 30% para cura, mesmo
com a utilizacdo de todas as modalidades apresentadas (Guneri e Epstein,
2014). Além disso, é importante ressaltar que pelo menos 50% dos pacientes
acometidos com CCEB em estagio avancado apresentam metastase linfonodal
ou a distancia, sendo que em pacientes em estégio inicial existe a probabilidade
de 42% de metastase linfonodal (Noguti et al., 2012). Nos casos em que existe
a presenca de metéstase, seja regional ou a distancia, a quimioterapia € uma
aliada, uma vez que atua nas células neoplasicas via corrente sanguinea

sistematicamente (Specenier e Vermorken, 2009).
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Via de regra, o cancer € uma doenca multifatorial e que depende de uma
rede de modificacbes genéticas e epigenéticas, celulares e teciduais, para
acontecer, tais como: instabilidade genbmica, mutacfes e imortalidade
replicativa; perda de sensibilidade aos fatores de supresséo de crescimento e
presenca de sinalizacdo proliferativa via inflamag¢do promotora do tumor;
desregulacéo do ciclo energético celular; resisténcia a morte celular programada
(apoptose) e a destruicdo pelo sistema imune; e ativacdo de invasao tecidual e
metastase (Hannahan e Weinberg, 2011). No caso do CCEB, diversos
biomarcadores tém sido estudados com o objetivo de melhorar a compreensao
acerca desse processo, fornecer métodos mais eficientes e precisos de
diagnostico, indicadores de prognéstico e sobrevida, e possiveis alvos
terapéuticos moleculares (Zhong et al., 2018). Esse biomarcadores podem ser
detectados utilizando diversas metodologias e estudos e atuando de diversas
formas, como em: modificagbes pontuais na regulacdo do ciclo celular, sua
proliferacdo e apoptose; mobilidade celular; degradacdo de matriz extracelular;
relacdo das células tumorais com seu microambiente; e reacfes imunologicas;

angiogénese; e fatores de transcricédo (Blatt et al., 2017).

Nesse sentido, maior aten¢cédo tem sido dada a alteracdes epigenéticas,
gue juntamente com alteracdes genéticas, constituem-se nas vertentes
principais dos estudos moleculares da carcinogénese e sua influéncia no

comportamento biolégico e na terapéutica das lesées.

1.2Epigenética

O termo “epigenética” surgiu primeiramente em 1942 para denominar um
segmento de investigacdo biologica que estuda as interacdes genotipicas
responsaveis pela expressao do fenétipo (Waddington, 1942). Porém, com o
avanco da genética, o termo passou a referenciar o estudo das modificacdes no
DNA gue néo alteram o seu sequenciamento, sendo herdaveis, tanto por mitose
guanto por meiose (Wu e Morris, 2001). Sendo assim, diferentemente das
alteracbes genéticas, as epigenéticas sdo aquelas que ndo concorrem para

modificacdes estruturais do DNA (Verma et al., 2014).
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Da mesma forma que o mapeamento do genoma humano foi finalizado
em 2013 e permitiu avancos significativos no campo de estudo da &rea da saude,
0 conhecimento do epigenoma é considerado fundamental para a completa
compreensao da carcinogénese em suas variadas etapas (Esteller, 2008; Baylin
e Jones, 2011).

N&o obstante as alteracBes epigenéticas serem herdadas, elas séo
potencialmente reversiveis, destacando-se como alvo nas recentes propostas
terapéuticas do cancer (Koch et al., 2018; Baretti e Azad, 2018; Buljubasic et al.,
2018; Conte et al., 2018). Assim, essas modificacbes possuem potencial como
biomarcadores aplicAveis no acompanhamento da carcinogénese, fenbmenos

de progressao neoplasica, e a resposta a terapia (Thomas e Marcato, 2018).

Dentre os fendbmenos epigenéticos mais estudadas estdo a metilagdo do
DNA (MetDNA), a acdo dos microRNA (miRNA), e as modificacbes pos-
traducionais de histonas (MPTH) (D’'Souza e Saranath, 2015). As MPTH estao
envolvidas em processos celulares fisiologicos, como a transcricao e reparacao
de DNA, e a manutenc¢ao da estrutura da cromatina e, por isso, apresentam um

campo promissor de estudo da carcinogénese (Audia e Campbell, 2016).

1.3Cromatina, histonas e MPTH.

A cromatina € uma estrutura multimolecular composta por nucleossomos,
cuja integridade € fundamental para a fisiologia do DNA (Wolffe, 1998). O
nucleossomo € composto por uma fita dupla de DNA associada a proteinas
denominadas histonas (H). As histonas podem ser subdividas em duas
categorias: histonas centrais (H2A, H2B, H3 e H4), que compdem o octamero:
dois pares de cada histona, em torno do qual aproximadamente 174 pares de
base DNA se enovelam, e histonas de ligacdo (H1), que atuam na ligacao entre
os octameros (Wolffe, 1998). Esse é o padrdo béasico de organizacdo da

cromatina em toda a extensao do DNA (Kornberg, 1975).

As histonas possuem caudas terminais que correspondem de 20% a 30%
de todo seu peso molecular e extrapolam ligeiramente a estrutura de octamero.
Estes sitios sdo propicios a reag6es com outros tipos de proteinas (Erler et al.,

2014). Esses segmentos sdo compostos por aminoacidos que se organizam
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como cadeias flexiveis, participando de diversos processos celulares, mas
principalmente na conformacao estrutural da cromatina e na acessibilidade ao
DNA (Luger e Richmond, 1998).

Sao justamente as caudas terminais das histonas que sofrem
modificacdes através de diversos processos fisioldgicos e patologicos (Dawson
e Kouzarides, 2012). E, assim modificadas, geram efeitos fisiolégicos sobre o
DNA, com repercussao em processos fisioldgicos e patoldgicos. A influéncia das
MPTH esta vinculada a condensacdo e descondensacdo da cromatina,
modulando o acesso ao DNA (Kornberg, 1974; Prakash, 2018).

As MPTH formam um tipo de cédigo que pode ser lido por proteinas
especializadas, regulando e alterando os processos de condensacdo da
cromatina (Rothbart e Strahl, 2014). Além disso, as mesmas proteinas que
fazem a leitura desse codigo, também sdo capazes de realizar alteracdes e
podem reescrever o codigo de acordo com estimulos externos (Zhang et al.,
2015).

Como em cada MPTH aparece um aminoacido especifico na cauda
terminal de uma histona, foi criada uma nomenclatura para facilitar o
entendimento e a comunicacao a respeito dessas alteracdes. Para nomear uma
MPTH, inicialmente deve-se mencionar em qual histona o0 processo esta
ocorrendo; em seguida deve-se mencionar 0 aminoacido acometido e seu
posicionamento na cauda terminal; por fim, indica-se qual a modifica¢do que esta
ocorrendo no aminoacido indicado. Alguns exemplos dessa nomenclatura séo:
H3S10ph, que indica uma fosforilagédo (ph), na serina (S) que ocupa a posi¢cao
10 na H3; e H4K12ac, que indica uma acetilagédo (ac), na lisina (K) que ocupa a
posicdo 12 na H4 (Strahl e Allis, 2000).

Dentre as MPTH, destacam-se a acetilacéo e a fosforilacdo, uma vez que
ja foram identificadas em processos fisioldgicos e em diferentes modelos de
carcinogénese (Rosetto et al., 2012; Marmorstein e Zhou, 2014). A acetilacéo
esta mais associada a residuos de lisina (K), atuando também na condensacéao
da cromatina e na regulacdo do pH intracelular (Audia e Campbell, 2016). A
fosforilacdo, de modo geral, ocorre majoritariamente em residuos de serina (S)
das caudas das histonas, estando envolvida na condensacdo da cromatina

durante a mitose e a meiose (Banerjee e Shakravarti, 2011).
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O processo de acetilacdo de histonas é catalisado por enzimas referidas
como histona-acetiltransferases (HATs) (Struhl, 1998). As HATs facilitam a
transferéncia de um grupo acetil oriundo da Acetil-Coenzima-A para o grupo
NH3+ na lisina (K) das histonas (Kuo e Allis, 1998). Elas também realizam
acetilacdo em outras proteinas, como p53, rb e myc, e tanto a alta quanto a baixa
expressdo estdo relacionadas a uma série de canceres nos quais ndo ha
alteracao estrutural do DNA (Di Cerbo e Shneider, 2013). J& o processo de
fosforilagéo € feito por enzimas denominadas Aurora quinases e ocorre através
da transferéncia do y-fosfato de adenosina trifosfato (ATP) para os substratos
seguintes, que passam de estado inativo para ativo (Lakkaniga et al., 2020).
Cada uma das enzimas dessa familia realiza diferentes funcdes na regulacao da
diviséo celular, em especial na entrada no ciclo mitético, a montagem do fuso de

microtubulos e a conclusao da citocinese (Mehra, 2013).

Uma vez que as MPTH sao reversiveis, tanto sua compreensao no
processo carcinogénico, quanto a compreensao das enzimas relacionadas
funcionalmente, indicam um campo promissor de estudo, inclusive auxiliando na
elaboragéo de estratégias viaveis no tratamento do cancer (Audia e Campbell,
2016).

1.4H3S10ph e Aurora B.

A fosforilacdo (ph) da serina 10 (S10) na histona H3 (H3S10ph) ja foi
ligada a varios processos celulares, tais como condensacao cromossémica,
citocinese, apoptose, e regulacéo da expresséao génica (Cerutti e Casas-Mallano,
2009). Em mamiferos, sua alta expressao foi primeiramente descrita durante a
metafase, sendo ela essencial para o inicio do processo de condensacao
cromossOmica (Hendzel et al., 1997). Estudos in vivo demonstrara que a
fosforilacdo da serina 10 na histona 3 se da no inicio da profase, tem seu pico
na metafase, encerrando-se na anafase, quando ocorre sua desfosforilagcao
(Teperek-Tkacz et al., 2010). A impossibilidade de fosforilacdo em organismos
com S10 mutada (substituicdo de serina por alanina), a segregacao e

condensacao cromossdmica ocorrem de forma aberrante, acarretando perda de
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material genético (Wei et al., 1999). Dessa forma, H3S10ph é apontada como
marcador confiavel da presenca de divisdo celular (Cerutti e Casas-Mallano,
2009; Komar et al., 2020).

Os primeiros indicios de sua provavel participacdo na carcinogénese se
deram pela observacao de sua expressdo em células modificadas por acbes de
diversos oncogenes em ratos (Chadee et al., 1999). Ndo obstante, sua alta
expressao também ja foi indicada como participante no processo de instabilidade
gendmica, um fator importante para a ocorréncia de carcinogénese (Espino et
al., 2009; Hannahan e Weinberg, 2011).

Estudos relacionando a H3S10ph com cancer e lesdes precursoras
especificas ainda sédo escassos (Komar et al., 2020). Ja foi demonstrado que
diferentes niveis de Arsénio (As) no organismo, uma substancia cancerigena,
alteram a expressdo H3S10ph, sendo que maior presenca de arsénio trioxido
(Aslll) aumenta consideravelmente. Sua expressdo aumentada esta associada
a desregulacdo da segregacdo cromossdmica (Howe e Gamble, 2016). Em
estudos in vitro com linhagens celulares de adenocarcinoma de mama, a elevada
expressdo de H3S10ph foi associada a maior taxa de proliferacdo celular na
presenca de agentes externos capazes de provocar modificacdes epigenéticas,
como concentrado de fumaca de cigarro (Yan et al., 2016). Em casos de cancer
gastrico, a sua alta expressédo ja foi identificada como um indicador de pior
prognostico traduzido por maior grau de agressividade tumoral e menor
sobrevida. Nesses estudos, também foi apontada como marcadora da
identificacdo de margens cirlrgicas seguras para ressecc¢ao tumoral, diminuindo

a ocorréncia de recidivas (Khan et al., 2016; Nie et al., 2020).

Em pacientes com queilite actinica e carcinoma de células escamosas de
labio, os niveis de expressao dessa MPTH ja foram associados com 0 processo
de carcinogénse e progressao tumoral, estando expressa de forma mais intensa
em lesdes menos diferenciadas (De Freitas-Filho, 2015). No CCEB, essa
modificacdo também é apontada como provavel biomarcador de prognéstico e
metastases, atuando no processo de progressao tumoral (Campos-Fernandez
etal., 2019).

Além disso, estudos in vitro apresentaram H3S10ph e suas enzimas

precursoras como possiveis alvos terapéuticos para o tratamento de neoplasias.
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Isso se daria pela modulagdo da apoptose em linhagens de células malignas

com a diminuig¢éo da fosforilagdo (Lee et al., 2011).

Uma vez que o mecanismo pelo qual H3S10ph atua no desenvolvimento
e progndstico do cancer ainda nao é claro, o estudo das enzimas fosforiladoras
de histonas se mostra um campo aberto a investigacdo. Como ja mencionado, a
familia das Aurora quinases € responsavel pela fosforilacdo das histonas,
repercutindo sobre a H3S10ph. Esse grupo de enzimas é composto por: Aurora
A, Aurora B e Aurora C, sendo as duas primeiras enzimas reguladoras da mitose
e a Ultima reguladora de meiose (Goldenson e Crispino, 2015). Dessa familia de
enzimas, Aurora B parece ser a mais importante no que tange a sua relagdo com
H3S10ph na mitose. Aumento de sua expresséao foi observado em embrides de
suinos e ratos, sendo sua inibicdo a causa de anomalias tanto nas primeiras

guanto nas segundas mitoses embrionarias (Teperek-Tkacz et al., 2010).

Além de catalisar H3S10ph, Aurora B também faz parte do “complexo
passageiro de cromossomos” (CPC). Este complexo proteico, do qual essa
enzima faz parte, € fundamental para que o processo de ligacdo dos
centrdbmeros com 0s microtibulos ocorra corretamente no processo de divisdo
celular (Lakkaniga et al., 2020). A sua baixa expressdo é frequentemente
apontada como causadora de anomalias durante a metafase, sendo a falha no
processo de alinhamento cromossémico um ponto importante no diagndéstico

histopatolégico de neoplasias (Wang et al., 2012).

Alguns estudos demonstraram que alteracdes na expressao de Aurora B
podem gerar tetraploidia celular devido a falhas no processo de divisao celular,
acarretando a formacéao de um tecido tumoral com amplificacédo e delecéo génica
(Nguyen et al., 2009). Em carcinoma pulmonar de ndo-pequenas células,
alteracdes na expressao de Aurora B ja foram indicadas como fator colaborador
para instabilidade gendmica, influenciando ainda no processo de diferenciagao
celular e colaborando para uma piora do prognostico (Smith et al., 2005). Em
estudos in silico de carcinoma de ovario, lesdes com alta expressdo de Aurora
B foram associadas a um pior prognéstico devido a sua participac&o no processo

de proliferacéo e diferenciacéo celular (Ocafa et al., 2016).

No CCEB, a expressao do oncogene DCUN1D1 foi associada a de Aurora

B, uma vez que a diminuicdo dessa enzima associada ao aumento desse
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oncogene causaram instabilidade gendmica, refletindo em aumento nos indices
de proliferagéo celular e diminui¢cdo dos indices de diferenciacdo (Huang et al.,
2017). A alta expressao de Aurora B ja foi apontada como indicador de pior
prognostico e como possivel alvo terapéutico para casos de CCEB quando
paralela a survivina nuclear, uma proteina inibidora de apoptose, devido a sua
associagao com a ocorréncia de recidivas, baixo grau de diferenciacéo celular e
baixa sobrevida (Erpolat et al., 2012). Além disso, a sua alta expressao também
foi associada ao aumento de proliferacdo celular, presenca de células

multinucleadas e ocorréncia de metastase (Qi et al., 2007).

1.5H3K9ac, H4K12ac e GCNS.

A acetilacdo da lisina 9 na histona H3 (H3K9ac) possui uma funcao celular
bem compreendida. As evidéncias apontam sua participagdo no processo de
descompactacdo da cromatina, favorecendo a ativacdo génica, por deixa-la
acessivel aos fatores de transcri¢éo (Jin et al., 2011). Além disso, quando ocorre
acetilacdo de residuos de lisina, essa molécula pode ser lida por proteinas que
possuam um bromodominio que, por sua vez, estdo envolvidas na acessibilidade

a cromatina, ativando ou desativando a transcricdo do DNA (Gil et al., 2017).

Em relacdo ao seu envolvimento na carcinogénese, niveis elevados de
acetilacdo da histona 3 ja foram evidenciados pela sua capacidade de ativacédo
de transcricdo génica (Juliano et al., 2016). No cancer de mama, sua alta
expressao ja foi associada com maior agressividade do tumor e maior grau de
invasdo das células tumorais, além de indicar pior prognéstico (Berger et al.,
2020). No entanto, em casos de tumores ependimarios, a sua baixa expressao
foi associada a tumores recidivantes, caracterizando-o como indicador
progndstico para essas lesdes (Ebrahimi et al., 2013). Em carcinoma de células
escamosas de esodfago, sua alta expressao se faz presente nos casos com maior

grau de diferenciacdo (Hoseok et al., 2010).

No CCEB, a H3K9ac ja foi associada com aumento da proliferacéo celular
e indicado com provavel potencial biomarcador para pior progndstico (Webber et

al., 2017). Correlacéo positiva com proliferacdo celular também foi observada
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em epitélio de leucoplasia bucal, no entanto houve maior expressao em tecido
normal, indicando que seu aumento possa estar associado aos estagios
neoplasicos mais avancados (Espinosa, 2018). Outros estudos também a
identificaram em tumores na regido da cabeca e pescogco, como tumores
odontogénicos com diferenciacdo ameloblastica, no qual sua alta expressao se
deu majoritariamente em tumores malignos e metastatizantes; e em carcinoma
de células escamosas labial bem diferenciados. Apesar dessas lesdes
apresentarem patogénese distinta do CCEB, os achados encontrados nesses
estudos corroboram para o fato de alteracdes na expressao de H3K9ac podem
influenciar no processo de evolucéo dessas doencgas (Ribeiro, 2017; Andrade,
2018; de Freitas Filho, 2015).

A acetilacdo da lisina 12 na histona H4 (H4K12ac) esta ligada a ativacao
génica, com alta expressdo em estagios iniciais do desenvolvimento embrionario
(Paradowska et al., 2012). Niveis elevados de H4K12ac ja foram identificados
em neoplasias pancreaticas, associados a um pior prognostico para a doenca
(Juliano et al., 2016). Diversamente, tumores colorretais mostraram uma relacao
direta e positiva entre niveis de expressao e diferenciacdo tumoral, sem,
contudo, traduzir significado progndstico (Ashktorab, 2009). A baixa expressao
de H4K12ac em carcinoma de células escamosas de esbdfago foi relacionada a
melhor diferenciagdo tumoral (Hoseok et al.,, 2010). Nesses tumores, sua
expressao se mostrou possivel indicador independente para um pior prognéstico
(Hoseok et al., 2010).

Para o CCEB, a expressdo de H4K12ac foi associada a progressao do
tumor pela sua significativa associacdo com metastases linfonodais (Campos-
Fernadndez et al., 2019). Ainda nesse campo de investigacdo, a presenca de
H4K12ac foi observada em leucoplasias bucais, cujos niveis mostraram correcao
positiva com proliferacao celular (Espinosa, 2018). Além disso, assim como em
H3K9ac, ela ja foi associada ao adenocarcinoma polimorfo em casos
recidivantes e ao carcinoma adenoide cistico de glandulas salivares em casos
avancados, recidivantes e metastaticos, e carcinoma de células escamosas
labial (Andrade, 2018).

A familia das HATSs, enzimas responsaveis pela acetilacdo das histonas,

€ subdividida em dois grandes grupos: as N-acetiltransferases relacionadas a
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GCN5 (no inglés, Genb-related N-acetyltransferase - GNATS); e as MYSTs
(acronimo para MOZ, Ybf2, Sas2, e Tip60, as primeiras enzimas a serem
incluidas nesse grupo) (Lee e Workman, 2007). Dentro das GNATS, existe um
subgrupo responsavel por catalisar a acetilacdo preferencialmente nas lisinas 9
e 14 das histonas H2B, H3 e H4, denominado SAGA (Spt-Ada—Gcn5-—
acetiltransferase) (John et al., 2000; Lee e Workman, 2007). Desse subgrupo, a
GCN5 foi a primeira enzima identificada que apontou uma relacdo entre

acetilacao de histonas e ativagéo génica (Jin et al., 2011).

Atuando nos processos de transcri¢cao génica, GCN5 tem sido relacionada
ao fendbmeno da transicao epitélio-mesenquimal, fenémeno implicado na invaséo
tecidual e metastases sendo, dessa forma, admitida como possivel alvo
terapéutico para cancer de mama (Zhao et al., 2018). Semelhante interpretagéo
tem sido considerada quanto a sua participacdo na carcinogénese colorretal, por
atuar no processo de proliferagéo e diferenciacao celular (Yin et al., 2015). Sua
elevada expressao também foi encontrada em casos de carcinoma urotelial e de
carcinoma pulmonar ndo de pequenas células, sendo relacionada com aumento
da proliferacdo celular, sendo também identificada como possivel alvo
terapéutico objetivando inibicdo da progresséo tumoral (Koutsogiannouli et al.,
2017; Mustachio et al., 2019).

No caso do CCEB, GCNS5 ja foi correlacionada com a acetilagcdo da H3 na
lisina 27 (H3K27ac) e apontada como atuante na inflamacéo e imunossupressao
do microambiente do tumor (Ma et al., 2020). Ainda assim, ndo ha na literatura
estudos a respeito da atuagcéo de GCN5 associada a MPTH em CCEB, tornando-

a uma area rica para o desenvolvimento de novas pesquisas.

1.6Sinergismo entre acetilacdo e fosforilacdo de histonas

Estudos utilizando imunoprecipitagdo encontraram que tanto a acetilacéo
da lisina 9 quanto a fosforilacdo da serina 10 estéo ligadas a ativacao génica,
ambas ocorrendo na histona 3, sugerindo que esses processos possam ter
alguma correlagdo em experimentos in vitro (Cheung et al., 2000). Mais do que

isso, também foi possivel observar que na presenca dessa fosforilagdo, a
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acetilacdo ocorria em maior expressdo, permitindo inferir que alteracdes nos
niveis de uma poderiam acarretar modificacées no nivel da outra (Cheung et al.,
2000). Aprofundando ainda mais essa correlagéo, a fosforilacdo de H3 na serina
10 foi apontada também como facilitador da ocorréncia de acetilacéo através da
ativacao e do recrutamento de HATSs, em especial de GCN5, tanto in vitro quanto
in vivo (Lo et al., 2001).

Existem trés mecanismos possiveis para que ocorra essa facilitacéo para
a ocorréncia de H3K9ac na presenca de H3S10ph: o primeiro implica que a
fosforilacdo cria um sitio de ligacdo para HATs; o segundo implica que a
fosforilacdo afrouxa a cromatina e facilita a acado de reguladores transcricionais
como as HATSs; e o terceiro implica que a fosforilacdo perturba a ligacdo de

inibidores de acetilagédo, permitindo entdo que ela ocorra (Fry et al., 2004).

Apesar disso, alguns estudos que utilizaram inibidores de fosforilacédo
encontraram que sua diminuicdo ndo ocasionou nha queda da acetilacao,
sugerindo que essa relacdo de causa e consequéncia ndao ocorre em todas as
ocasides, podendo em alguns casos suas expressdes serem independentes
(Thomson et al., 2001).

Logo, considerando que ainda nao existem estudos analisando ambos os
processos de forma simultanea e correlacionando com o CCEB, pesquisas
nessa area podem ajudar a compreender melhor os mecanismos pelos quais
essas MPTHs e enzimas atuam no processo de carcinogénese e até mesmo

seus efeitos no progndstico do paciente.
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2.PROPOSICAO




Avaliar a expressdo de GCN5 e Aurora B em pacientes com CCEB,
analisando sua relagcdo com a imunoexpressao das MPTH H4K12ac, H3K9ac e
H3S10ph, na perspectiva de verificar sua associacdo com diferentes variaveis
sociodemogréficas e clinicopatoldgicas, e com o comportamento biolégico das

lesdes, traduzido por metastases e sobrevida dos pacientes.
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3.0BJETIVOS




1. Avaliar a imunorreatividade dos antigenos das MPTH e enzimas associadas
em CCEB a partir da mensuracgéo de densidade 6tica integrada (IOD) de nucleos

imunorreativos;

2. Analisar por comparacao os valores das 10D obtidas para as MPTH e enzimas
relacionadas, considerando as varidveis sociodemograficas e clinicopatolégicas
dos casos de CCEB;

3. Investigar o potencial uso dos valores de IOD medidas para as MPTH e
enzimas associdas como marcadores de prognostico a partir de sua relacdo com

recidivas, metastases e sobrevida nos casos de CCEB.
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RESUMO

Os estudos epigenéticos em torno das modificacdes pods-traducionais de
histonas e suas enzimas sado da maior importancia, especialmente no que diz
respeito ao carcinoma de células escamosas bucal. Isso ocorre porque elas sao
modificacdes epigenéticas envolvidas na progressdo e desenvolvimento do
tumor. Dessa forma, 0 nosso estudo pretendeu avaliar as modificacbes pos-
traducionais de histonas H3S10ph, H3k9ac e H4K12ac e as enzimas GCN5 e
Aurora B, analisando a sua importancia em pacientes acometidos por carcinoma
de células escamosas bucal. Primeiramente, uma amostra composta por 90
pacientes diagnosticados com essa neoplasia foi selecionada. Entdo, a
coloracdo imuno-histoquimica com anticorpos contra H3S10ph, H3K9ac,
H4K12ac, GCN5 e Aurora B foi realizada nas amostras de tecido fixado em
parafina. Foi preparada uma associacdo das modificagdes pds-traducionais de
histonas e dos niveis de expressao das enzimas com fatores clinico-patologicos,
bem como um teste de correlacdo entre elas e analise de sobrevida dos
pacientes. Todas as modificacdes de histona e enzimas mostraram expressao
nuclear em células tumorais. Encontramos as seguintes associacdes
significativas: alta Aurora B, GCN5, H3S10ph, H3K9ac e H4K12ac com local de
localizagéo; alta expressdo GCN5 e H3k9ac com tabagismo; baixa expressao
GCN5 com recidiva. Além disso, foi encontrada uma correlacédo positiva entre:
Aurora B e H3S10ph; GCN5 e H3K9ac; H3K9ac e H3S10ph; Aurora B e GCN5.
As nossas descobertas sugerem que H3S10ph, H3K9ac, H4K12ac, Aurora B e
GCN5 podem participar no desenvolvimento da CCEB, mas n&o na sua

progressao.

Palavras-chave: Céancer bucal; carcinoma de células escamosas; imuno-

histoquimica; modificages de histona; prognadstico.
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INTRODUCAO

Estima-se que 2% do total de novos casos de cancer no mundo acometam
a boca. Nesse contexto, o carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) é o
mais frequente, com aproximadamente 300 mil novos casos/ano!?. Por
definichio, o CCEB € uma neoplasia maligna originaria do epitélio de
revestimento da mucosa bucal, acometendo majoritariamente pessoas do sexo
masculino, na quinta e sexta década de vida, tendo sua etiologia associada
principalmente a exposicdo aos produtos do fumo e alcool®. Dentre outros fatores
de risco, destacam-se: utilizacdo de noz de Betel, 0 habito de mascar tabaco,
uma dieta pobre em frutas e vegetais, ma higiene bucal e exposi¢do a virus do
grupo do Papilomavirus humano (HPV), Herpesvirus humano (HHV3 e HHV4) e
virus da imunodeficiéncia humana (HIV)*. N&o obstante os aperfeicoamentos
técnicos alcancados no seu tratamento cirdargico, radio e quimioterapico, suas
taxas de sobrevida sao baixas, chegando a taxas de aproximadamente 24% em
cinco anos, sendo que pacientes que apresentam metastases e recidivas
possuem sobrevida ainda menor®.

Diferentes tipos de alteragbes genotipicas e fenotipicas tém sido
identificados nessas lesdes®’. Esses dados tém contribuido para o entendimento
da carcinogénese, elucidando mecanismos de atividade proliferativa
descontrolada, evasédo de mecanismos de inibicdo do crescimento, morte celular
programada (apoptose), participacdo do sistema imune (defesa), angiogénese,
mudancas metabdlicas, longevidade proliferativa, invasédo e metastases. Nao
obstante, sua repercussdo, bem como marcadores de fenbmenos bioldgicos e

de comportamento, ainda é elusiva’?®.
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Paralelamente, tem sido observado que mecanismos epigenéticos
associados a modificacbes funcionais génicas estdo também implicados na
patogenia do cancer, independentemente de sua origem®. Nesse sentido, a
metilacdo do DNA (MetDNA), micro RNA (miRNA), e modificacbes pos-
traducionais de histonas (MPTH) influenciam a funcionalidade do DNA,
interferindo na ativacdo ou repressdo da transcricdo génica, diretamente
relacionados a funcdo dos genes supressores de tumor (GST) e oncogenes no
processo de carcinogénese®. Por serem reversiveis, essas modificacdes tem
sido alvos de propostas terapéuticas para o0 cancer, com repercussdes
favoraveis?®.

O estudo das MPTH na carcinogénese do CCEB tem apresentado boas
perspectivas na explicacao de sua patogenia e na geracdo de biomarcadores de
progndsticoll. As MPTH séo alterages que ocorrem nos aminoacidos presentes
nas caudas terminais das histonas, influenciando o acesso ao DNA através da
condensacdo ou descondensacdo da cromatinal?. Nesse contexto, sdo de
particular interesse a acetilacdo da lisina, que causa a descompactacdo da
cromatina, favorecendo acesso e transcri¢cdo génica; e a fosforilacdo da serina,
associada a modelacdo da cromatina durante a divisdo celular e condensacao
cromossomal, com efeito compactante no DNA*L

O desenvolvimento das MPTH esta associado funcionalmente a acéo de
enzimas especificas, sendo que o aumento da expressao funcional dessas
enzimas tem sido relacionado a carcinogénese 3. A enzima Aurora B faz parte
do grupo das Aurora Quinases, responsaveis pela fosforilagcdo da serina 10 na
histona 3 (H3S10ph), sendo fundamental no processo de divisdo celular'*1®, Sua

desregulagcao pode causar anomalias durante a diviséo celular, sendo um ponto

35



importante a ser observado no diagnéstico histopatolégico de carcinomas 6. A
enzima General Control Non-derepressible 5 (GCN5), por sua vez, faz parte do
grupo das histonas acetiltransferases (HATS) que catalisam a acetilacao da lisina
12 na histona 4 (H4K12ac) e a acetilagdo da lisina 9 na histona 3 (H3K9ac)’.
Essas enzimas atuam na ativagcdo da transcricdo génica, no silenciamento de
genes, na mediacdo do reparo de DNA e na progresséo do ciclo celular'’. Tais
evidéncias tem colocado GCN5 como alvo de diversos tratamentos de
quimioterapia, especialmente em células resistentes ao tratamento em casos de
cancer de mama & 19,

Existem poucos estudos acerca do envolvimento das enzimas e de sua
associacdo com MPTH no CCEB, e pouco se conhece de sua participacado na
carcinogénese bucal e seu potencial significado na elucidacdo do
comportamento da doenca e seu progndstico 2°,

Assim nosso estudo objetivou avaliar a expressao de GCN5 e Aurora B
em pacientes com CCEB, analisando sua relagcdo com a imunoexpressao das
MPTH H4K12ac, a H3K9ac e a H3S10ph, na perspectiva de verificar sua
associagao com variaveis sociodemogréficas, clinicopatoldgicas,

comportamento bioldgico das lesGes e sobrevida dos pacientes.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

O presente estudo foi desenvolvido ap6s a aprovacdo pelo Comité de
Etica Institucional, registtado sob o numero CAAE: (CAAE:
00593312.1.0000.5152, Fev/2012). Foram incluidos no presente estudo 90

pacientes acometidos pelo CCEB, registrados no Departamento de Patologia
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Oral da Universidade Federal de Uberlandia de 2006 a 2013. Para o estudo
foram selecionados casos que tiveram o0 minimo de dois anos de
acompanhamento, dados sociodemograficos, clinicopatolégicos e de progressao
da doenca completos, objetivamente registrados no periodo de
acompanhamento do paciente, com disponibilidade de amostra bioldgica
suficiente para a realizacdo dos ensaios imuno-histoquimicos. Dos prontuarios
médicos dos pacientes, foram coletados os seguintes dados: idade, sexo,
consumo de alcool, tabagismo, sintomatologia, histérico familiar de céancer,
localizagéo e tamanho do tumor, estadiamento da doencga e evolucdo da doenca,
gradacdo histopatologica de malignidade, tipo de tratamento empregado,
presenca de recidivas, presenca de metéstase, e condi¢cdo clinica na ultima
consulta. Todos os casos foram revisados quanto ao diagndstico histopatolégico
e gradacdo de malignidade baseados nos critérios contemporaneos da
classificacdo dos tumores de cabeca e pescoco da OMS?L.

Microarranjo tecidual (TMA)

Duas areas tumorais foram selecionadas dos blocos de parafina de cada
paciente e transferidas para o bloco de parafina receptor utilizando agulha de
captura de 1mm de diametro. O bloco receptor contendo areas dos pacientes
em duplicata foi posteriormente cortado em secc¢des de 3mm de espessura para
procedimento de imuno-histoquimica??.

Imuno-histoquimica

Para a realizagdo dos ensaios imuno-histoquimicos, utilizou-se a técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase??, a partir de secc¢ées teciduais do bloco de
TMA, com 3 pum de espessura. As laminas foram desparafinadas com xilol e

hidratadas em solugbes de etanol em concentragcédo decrescente. A remoc¢ao do
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pigmento formdlico foi realizada com banho em solucéo de hidroxido de aménio
(10%) e etanol (95%) e a recuperacao do epitopo antigénico foi feita com solucao
de EDTA (1mM). O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com perdxido de
hidrogénio 10v e o da avidina enddgena foi realizado com solugédo de 90ml de
agua deionizada e 15¢g de leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé, Sdo Paulo,
SP, Brasil). A biotina enddgena foi bloqueada utilizando-se solucdo de 200ml de
agua destilada e duas claras de ovo néo refrigeradas?*.

Para incubacao do anticorpo primario foi utilizada solucdo de Background
Sniper (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA) por 15 minutos, em camara Umida,
seguida da aplicacdo de anticorpos contra as enzimas GCN5 (sc-365321, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) e Aurora B (ab45145, Abcam, Cambridge,
UK) por 18h a 4°C em concentracdes de 1:100 e 1:200, respectivamente; e
contra as modificacdes H3S10ph (ab47297, Abcam, Cambridge, UK), H3K9ac
(ab10818, Abcam, Cambridge, UK) e H4K12ac (ab61238, Abcam, Cambridge,
UK) por 2h, em temperatura ambiente e concentracdes de 1:500, 1:2.000 e
1:10.000, respectivamente. O anticorpo secundario foi incubado com solucao
Trekkie Link (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA), por 30 minutos em
temperatura ambiente. A incubacdo do complexo terciario se deu utilizando
Trekkie Avidin-HRP (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA), por 30 minutos em
temperatura ambiente. Os controles positivos foram constituidos por casos de
tecido normal ou de tumores conhecidamente positivos para 0s antigenos
pesquisados, conforme a indicacédo do fabricante. Para os controles negativos
omitiu-se o anticorpo primario. Para a revelacao, foi utilizada solucdo Betazoid
DAB Chromogen (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA), na concentracao de 1

gota para cada 1ml de Substrate Buffer (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA),
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por 3 minutos em temperatura ambiente. A contra-coloracéo foi realizada com
hematoxilina de Harris, e as laminas foram montadas com goma de damar
(ISOFAR, Duque de Caxias, RJ, Brasil).

Andlise e avaliacdo das imagens

As laminas de TMA foram digitalizadas em ampliagdo de 20x usando
scanner Aperio AT2 (Leica Biossystems Imaging, Wetzlar, Germany). Em
seguida, foram obtidas duas fotomicrografias em maxima ampliacdo de cada
spot com auxilio do software QuPath, versdo 0.2.2%°. Para a andlise quantitativa
das imagens, foram obtidos, previamente, os valores de densidade Optica
integrada (IOD) das areas marcadas nos spots utilizando o software ImageJ,
versdo 1.52 (NIH, Bethesda, MD, EUA). O valor de 10D foi definido como o
produto da area demarcada pela a soma dos valores de absorbancia de cada
pixel compreendido nesta area. Para sua obtencéo procedeu-se a calibracdo da
distdncia nas imagens, sendo, neste caso,1,99pixels/um, seguida pela
calibracdo da escala de cinza e conversao dos valores de cinza em valores de

absorbancia (https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/).

As fotomicrografias foram, entdo, submetidas a separacdo dos vetores
referentes as cores da hematoxilina (H) e do cromogeno (DAB) com auxilio do
plugin Colour Deconvolution, selecionando-se a opgéo “H DAB”. Com isso, foram
obtidas trés imagens a partir da fotomicrografia original: a primeira contendo as
células coradas com H, a segunda contendo as células coradas com DAB, e uma
terceira imagem residual, totalmente branca. Para definir como regidao de
interesse (Region of Interest - ROI) apenas os ndcleos das células neoplasicas,
foi criada uma selecdo com base na coloracdo de hematoxilina usando a

ferramenta Threshold. A partir desta selecdo, criou-se uma mascara a ser
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aplicada na imagem contendo apenas a marcacao de DAB, possibilitando, assim
a quantificacdo da reacdo antigeno-anticorpo nos nucleos positivos por meio do
célculo da IOD (IntDen).

Cada caso foi analisado considerando a leitura dos dois spots tumorais.
Os valores de 10D foram registrados isoladamente para cada spot, e cada caso
teve seus valores de IOD como a média dos valores obtidos nos spots.

Estatistica

A analise descritiva e exploratéria dos dados foi definida a partir da
natureza da escala em que os dados sdo medidos, dessa forma, as variaveis
gualitativas, medidas em escala de razdo, foram descritas por meio de: nimero
de observagcbes, amplitude total, mediana ou média. Para as variaveis
gualitativas, que foram mensuradas em escalas nominais ou ordinais, a analise
descritiva foi processada por meio de frequéncia absoluta, frequéncia relativa e
porcentagem acumulativa. A forma de distribuicéo de frequéncia dos valores das
variaveis quantitativas foi avaliada por meio do teste de normalidade de
D’Agostino & Pearson e a partir dos resultados optou-se pela estratégia nao
paramétrica de analise. Os testes para comparacao dos valores de IOD para as
diferentes variaveis foram realizados utilizando-se teste U de Mann-Whitney ou
o teste de Wilcoxon. A busca de correlagbes entre os valores de 10D para as
enzimas e as MPTH foi processada por meio do teste de correlacdo de
Spearman.

A comparacdo da sobrevida de dois grupos foi feita por meio da
construcdo grafica da curva de sobrevivéncia e curva de risco por meio da
técnica de Kaplan-Meyer. Para a anélise comparativa utilizou-se o teste de Log

rank. Para tanto, foram comparados grupos com valores de IOD alto e baixo,
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definidos a partir de cut-offs para cada antigeno considerado. A definicdo dos
cut-offs utilizados foi obtida por meio da curva Receiver Operating Characteristic
(ROC). Os testes foram processados pelos softwares IBM SPSS Statistics®,
Bioestat 5.3 e Origin 9.0. Para todos os testes os resultados foram considerados
altamente significantes quando a < 0,01, significantes quando 0,01 < ¢ <0,05 e

de significancia limitrofe quando 0,05 < a < 0,10.

RESULTADOS

Caracteristicas da amostra

Dos 90 casos incluidos no estudo, 75,6% (n = 68) eram do sexo
masculino, sendo que apenas 43,3% (n = 39) possuia mais de 60 anos de idade.
A maioria dos pacientes era fumante (n = 81, 90%) e consumia bebida alcodlica
(n =72, 80%), enquanto aproximadamente 45,6% (n = 41) relataram historico
familiar de cancer. Em torno de 65,6% (n = 59) dos pacientes apresentaram
sintomatologia, sendo a maioria dos casos (n = 50, 55,6%) diagnosticada apdés
mais de 6 meses de evolucdo da lesdo, com pouco menos da metade dos
pacientes (n = 43, 57,8%) mostrando lesées com dimensao inferior a 4cm. O
sitio mais acometido foi a lingua (n = 37, 41,1%). A maioria das lesbes foi
diagnosticada em estadiamento avancado (n = 63, 70,0%) e aproximadamente
um quinto dos casos registraram doenca recidivante (n = 19, 21,1%), com pouco
mais da metade (n = 46, 51,1%) registrando metastases linfonodais. Quanto a
classificacdo histolégica, 71,1% (n = 64) das lesbes eram pouco ou
moderadamente diferenciadas O tratamento mais frequentemente empregado

foi o trimodal (cirurgia, radioterapia e quimioterapia) para 34,4% dos pacientes
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(n =31). Do nosso grupo de pacientes, 41,1% (n = 37) evoluiram para 6bito. Os
dados sociodemograficos e clinicopatologicos estao detalhados na Tabela 1.

Expresséo imuno-histoquimica e I0OD para Aurora B, GCN5, H3K9ac,
H4K12ac e H3S10ph.

A expressao imuno-histoquimica para as enzimas e as MPTH podem ser
observados nas Figura 1. Os respectivos valores de IOD segundo as variaveis
sociodemograficas e clinicopatoldgicas estudadas sdo demonstrados na Tabela
2, acompanhados dos valores de p e dos testes utilizados nas anélises.

Aurora B e GCN5

Ambas as imunomarcacfes para as enzimas foram heterogéneas, uma
vez que cada spot apresentou niveis variados de intensidade de coloracdo, no
entanto todos os spots apresentaram imunomarcacdo. Para Aurora B a
marcacao foi preferencialmente nuclear. Localizacdo citoplasmatica foi
observada nos casos em que a marcacao nuclear foi mais intensa. O valor de
mediana de 10D foi de 47.863, com percentil de 25% em 31.946 e de 75% em
64.959. Houve menor expresséo de Aurora B nos casos cuja lesdo se localizava
na lingua, se comparada com o assoalho bucal e com as demais regides
(p<0,01, p<0,05 e p<0,01, respectivamente).

Para GCN5, a imunomarcacdo foi predominantemente nuclear, no
entanto também houve marcacéo intensa de citoplasma em menor grau. Todos
0S spots apresentaram marcacédo, no entanto de forma heterogénea, ocorrendo
de forma mais acentuada em determinados spots. A mediana de 10D foi de
63.676, com percentis de 25% em 50.029 e 75% em 81.031. O grupo de
pacientes tabagistas apresentou maior expressdo dessa enzima (p<0,05),

igualmente ao grupo nao-recidivante, que apresentou maior expressao se
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comparado ao grupo recidivante (p<0,05). Quanto aos sitios acometidos em
nossa amostra, a maior expressao de GCN5 ocorreu no assoalho de boca e na
a lingua (p<0,01 em ambos).

H3K9ac, H4K12ac e H3S10ph

De modo geral, as MPTH apresentaram marcacgéo mais bem delimitada e
mais concentrada no ndcleo celular do que as enzimas citadas anteriormente.
Para H3K9ac a imunorreacao foi observada em todos os casos com intensidade
variavel e de localizacdo predominantemente nuclear, sendo que a localizacao
citoplasmatica ocorreu com pouca frequéncia. A mediana dos valores de 10D
(11.073) foi a maior entre as obtidas para as MPTH estudadas, com percentis de
25% em 6.646 e 75% em 19.674. O grupo tabagista apresentou maior expressao
de H3K9ac se comparado ao grupo ndo-tabagista (p<0,05) e o0 grupo
assintomatico também apresentou maior expressdo da mesma (p<0,05). Se
tratando dos sitios de localizagéo da leséo, lesdes na lingua obtiveram marcacéo
inferior ao assoalho e as outras localizagdes (p<0,0001, p<0,0001 e p<0,05,
respectivamente).

A expressao de H4Kl2ac seguiu um padrdo semelhante daquele
observado para H3K9ac, sendo que nas areas onde a marcacéao nuclear foi mais
intensa identificou-se também maior intensidade na imunoexpressao
citoplasmatica, ainda assim essa coloracao no citoplasma foi menos intensa do
gue se comparada a imunoexpressao das enzimas. A mediana de 10D foi de
4.535, com percentis 25% em 3.267 e 75% em 7.542. O grupo de lesdes na
lingua apresentou marcacéao inferior a ao grupo acometido no assoalho e em

outras localizacdes (p<0,0001, p<0,0001 e p<0,05).
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Para H3S10ph, a marcacéo foi preferencialmente nuclear, com frequéncia
de marcacgOes citoplasmaticas maior que a identificada para H3K9ac, ainda
assim essa marcacgao ocorreu de forma bem delimitada. A mediana da 10D foi
de 8.061, com percentil de 25% em 5.446 e de 75% em 13.634. O grupo
assintomatico apresentou maior expressdo dessa MPTH (p<0,01), no entanto
sua expressao foi inferior na lingua se comparado com o assoalho bucal e as
demais localizacdes (p<0,01, p<0,01 e p<0,05, respectivamente);

Analises de correlagao entre as MPTH e as enzimas

Os valores de rs para as correlagcdes entre enzimas e MPTH estao
distribuidos na Tabela 3. Observou-se correlacdo positiva forte entre os valores
médios de IOD para GCN5 e Aurora B (rs=0,676, p<0,0001); e H3S10ph e
H3K9ac (rs=0,698, p<0,0001). Observou-se correlacdo positiva moderada entre
os valores médios de |IOD para GCN5 e H3K9ac (rs=0,619, p<0,0001); Aurora B
e H3S10ph (rs =0,633, p<0,0001); GCN5 e H3S10ph (r s= 0,504, p<0,0001); e
Aurora B e H3K9ac (rs =0,488, p<0,0001).

Impacto das MPTH e enzimas na sobrevida

Os pacientes foram agrupados de acordo com as MPTH e enzimas tendo
como referéncia o ponto de corte (cut-off) estabelecido pela curva ROC para
classificar os pacientes em alta e baixa expresséao (Figura 2 e Tabela 4). 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 GCN5 (p=0,07), H3K9ac (p=0,05) e H3S10ph (p=0,003)
tiveram impacto significante na sobrevida, estando sua baixa expressao
associada a um pior prognéstico. Tanto Aurora B (p=0,121) como H4K12ac

(p=0,47) ndo apresentaram diferencas significantes das taxas de sobrevida. As
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curvas de sobrevida e risco cumulativo para as enzimas e para as MPTH podem
ser observadas nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que houve correlacéo
significativa entre valores de 10D para enzimas GCN5 e Aurora B, entre esses e
aqueles para as MPTH H3K9ac e H3S10ph, respectivamente, e entre os valores
de IOD das MPTH. Para todos os antigenos pesquisados os valores de 10D
foram significativamente maiores para lesées no soalho bucal. Para os pacientes
tabagistas, as diferencas também foram significativas em relagdo a GCN5 e
H3K9ac. E, embora nao significativos, os valores foram também maiores para
lesbes em pacientes do sexo masculino, tabagistas, etilistas, com moderada a
pobre diferenciagéo. Por outro lado, valores menores de 10D foram observados
em casos recidivantes e metastaticos, sendo essa baixa expressdo considerada
significante para pior sobrevida considerando H3K9ac, H3S10ph e GCN5. Esses
achados sugerem que processos de acetilagdo e fosforilagdo vinculados a
H3K9ac e H3S10ph, catalisados por GCN5 e Aurora B, podem estar atuando
coordenadamente na carcinogénese bucal, sem, contudo, terem uma clara
relacdo com a progressao tumoral.

Evidéncias indicam que a fosforilacdo e acetilacdo de histonas podem
ocorrer concomitantemente, favorecendo o aumento da atividade génica. Esse
fenbmeno se da através da alteracdo da carga dos residuos das caudas
terminais, modificando o estado de compactacéo da cromatina e favorecendo a
transcricdo génica?®. Tanto a fosforilacdo de H3S10ph intermediada por Aurora
B guanto a enzima individualmente atuam no processo de transcricdo génica,

sendo marcadores do aumento de proliferacdo celulart'?.28, H3K9ac e
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H4K14ac, por sua vez, estdo associadas a ativacdo da transcricdo génica,
enquanto evidéncias apontam para a atuacao de GCN5 também no aumento dos
processos de diferenciacédo e proliferacéo celular?62°. Ja foi demonstrado pela
literatura que a acetilacdo de histonas via GCN5 ocorre preferencialmente na
presenca de H3S10ph?2. Isso se deu porque a serina fosforilada na histona 3
confere a GCN5 maior afinidade polar ao substrato, mediando a transferéncia de
um grupo acetil para a lisina 9%8. De fato, a acdo coordenada dessas MPTH e
suas enzimas ja foi detectada em estudos in vitro utilizando células epiteliais
pulmonares, observando alta expressdo de HATs e de H3K9ac, H4K12ac e
H3S10ph em grupos celulares sob agresséos°.

Esses dados reforgcam a hipétese de que nos CCEB a atuacédo de H3K9ac
e H3S10ph, bem como GCN5 e Aurora B, acontece de forma coordenada e
interdependente na patogenia tumoral. Além disso, nossos dados encontraram
uma piora na sobrevida dos individuos com baixa expressdo dessas
modificacdes e de GCN5, tendo a baixa expressdo de Aurora B ficado préximo
ao valor limitrofe de aceitacdo da hip6tese. Esses dados vdo de encontro a
literatura que aponta baixa expressdao de H3K9ac como indicador de menor
sobrevida3®!. No entanto, nosso estudo foi o primeiro a encontrar baixa expressao
de H3S10ph e GCN5 associadas ao maior risco de 6bito em CCEB. Dessa
forma, podemos sugerir uma via de correlacédo entre acetilacdo e fosforilacédo
gue, guando menos expressa, diminui a sobrevida dos pacientes, aumentando
o risco de 6bito?8:32,

O soalho bucal foi a regido que, comparativamente, mostrou valores de
IOD significativamente maiores para as MPTH e enzimas estudas. Esse dado,

além de convergir para a relacdo de interdependéncia funcional das MPTH e
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enzimas relacionadas®, sugere a existéncia de perfis metabdlicos fisioldégicos
teciduais especificos que podem ser conservados na carcinogénese3*.

Nossos resultados mostraram valores significantemente maiores de 10D
para GCN5 em lesdes nao recorrentes. A recorréncia tem sido considerada um
evento associado a prognosticos desfavoraveis de pacientes com cancer!8=35:36,
Nessa discusséo, trés aspectos sdo relevantes na sua explicagdo: a) impericia
técnica na remocao da leséo, favorecendo a permanéncia de tumor residual; b)
tumores francamente invasivos, restritivos as técnicas cirtrgicas utilizadas a sua
remocdo; c) ocorréncia de fendmenos de cancerizacdo de campo3”383° No
segundo caso, alteracbes genéticas e epigenéticas especificas poderiam
explicar o comportamento invasivo da lesédo (n&o obstante a dificuldade técnica
na sua remocao)?®; no terceiro caso, essas alteracdes poderiam estar presentes
no campo de cancerizacdo em torno da leséo, que viabilizariam o aparecimento
de novo tumor no sitio priméario3”3%, Com base nesses postulados, seria provavel
gue as alteracdes epigenéticas associadas a reducdo da acetilacdo pudessem
explicar eventos da progressao tumoral (invasdo) e aqueles precedentes a
transformacao maligna.

Para todas as MPTH e Aurora B os valores também foram menores nos
casos recidivantes. E mais, valores menores também foram observados em
casos metastaticos e que evoluiram para oObito. A literatura mostra que ha
variacbes de niveis de enzimas e MPTH para um mesmo comportamento em
tumores diferentes. Por exemplo: niveis elevados de GCN5 tém sido
relacionados ao fendmeno transicdo epitélio mesénquima que é intimamente
favorecedor da invasdo e metastases'® 35, Ativacdo de proliferacéo celular tem

também sido observada associada a niveis maiores de GCN5 em carcinoma
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colorretal, urotelial e pulmonar®442. Aumento de atividade de acetilagdo em
células tumorais esta associada a imunossupressado no ambiente tumoral, fato
que pode favorecer sua progressao e resisténcia ao tratamento*3. Por outro lado,
em outros modelos, a baixa expressdo de GCN5 tem sido associada a um
crescimento celular, via sua acdo na acetilacéo da lisina 9 em H34*. Leucoplasias
bucais tem mostrado niveis inferiores de acetilagéo e fosforilagéo, positivamente
relacionados a proliferacdo celular, comparativamente ao epitélio normal.
Esses achados, embora ndo significativos podem ser um indicio de que
enquanto essas moléculas sdo importantes no inicio da carcinogénese, ndo tem
relevancia para progressao tumoral. Nesse sentido, os resultados observados
em nosso trabalho abrem perspectiva de estudo para identificar provaveis
fatores que poderiam influenciar na expresséo de acetilacao e fosforilagcdo que
nao estariam associados a agressividade tumoral e quais fatores extratumorais
poderiam interferir nesse processo, diminuindo niveis dessa enzima no ambiente
tumoral.

Outros achados interessantes, mas nao significativos, dizem respeito aos
valores mais elevados de 10D, especialmente para GCN5, Aurora B, H3K9ac e
H3S10ph para pacientes tabagistas, lesées de maior dimenséo, e lesées menos
diferenciadas histologicamente. Esses dados estdo de certa forma coerentes
com a relacdo positiva e direta encontrada para os valores das enzimas e suas
MPTH especificas, e entre essas, reforcando a tese da acdo coordenada da via
de acetilacédo e fosforilacdo?8. Experimentos sugerem que a nicotina presente no
cigarro promove transicdo epitélio-mesenquimal dependente de TGF-8,
aumentando a vascularizacdo da regido e promovendo substrato necessario

para o crescimento tumoral*®. Provavelmente, a acetilagdo e fosforilagdo podem
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atuar modulando o processo proliferativo ativando oncogenes com acao direta
sobre a mitose®4"#8, vinculado a acdo de carcin6genos que tenham acdo
promotora, como etanol e produtos do fumo*%5°951.52  Ainda que esses resultados
sejam interessantes, ndo houve significancia estatistica em nossa amostra, o
gue sugere que mais estudos acerca de GCN5 sejam realizados para que haja
maior compreensédo do seu papel no processo de carcinogénse. Associacao de
acetilacao de serina em H3 e H4 tem sido observada em varios tipos de cancer,
incluindo no CCEB e em desordens cancerizaveis!!27:36:45,

Evidéncias da atuacdo de Aurora B na carcinogénese tem sido mostrada
em carcinomas gastricos, nos quais foi observada sua participacdo no aumento
da transcricdo de ciclina B1%3, participando também como inibidora da
transcricdo de genes supressores de tumor em pulméo®. Esses mecanismos
atuam convergindo para a tumorigénese, por meio da ativacéo da proliferacao
celular®®**, Nossos resultados mostraram maior expresséo dela em pacientes
com comportamento de risco para CCEB, tanto tabagismo, quanto etilismo,
sugerindo que ela possa ter algum tipo de participacdo no acometimento por
CCEB, necessitando maiores estudos. Niveis relacionados de H3S10ph foram
observados consoantes aos niveis de Aurora B, sugerindo que alcool e fumo
possam induzir modificacdes epigenéticas nessas vias. Tem sido observado que
a producdo de acetaldeido pela metabolizacdo do etanol é conhecida por
danificar o DNA das células®. A ele também tem sido atribuido a inducgdo de
H3K9ac e H4K12ac quando em contato com células epiteliais®.

Nossos achados também mostraram que os valores de IOD foram
maiores em neoplasias moderada e pobremente diferenciadas, para todas as

enzimas e MPTH estudadas. Perda de diferenciagéo celular, traduzida por maior
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grau de displasia nas lesdes (cancerizaveis e no proprio cancer) € um fenbmeno
vinculado a progressdo da carcinogénese e da neoplasia®®. Esses dados
sustentam a utilizacdo dos niveis de displasia e anaplasia nas lesdes
neoplasicas e pré-neoplasicas como fatores indicadores de comportamentos
mais agressivos e de transformacédo maligna, respectivamente®’8, Isso ocorre
porque lesbes menos diferenciadas sdo mais propensas a agressividade,
recidivas e metastases, em especial em casos de CCBE e de lesbes
cancerizaveis como leucoplasia e eritroplasia®®®’.

Considerando o que esses achados representam como indicagao de
comportamento das lesdes, esperavamos também observar valores de IOD mais
elevados para os antigenos pesquisados em lesGes metastéaticas e recidivantes.
Sustentam essa ideia a observacdo de que valores aumentados de H3K9ac e
H3S10ph tém sido observados em neoplasias metastaticas e naquelas com
niveis de prognaostico pior para os pacientes, traduzido por menor sobrevida em
CCEB e outros tipos neoplasicos'??7:3645 Na mesma linha de evidéncias,
fosforilacdo de histonas em displasias epiteliais tem sido apontada como fator
preditivo para evolucdo da lesdo para cancer na cavidade orial®®. Nossos
resultados levantam a hipotese de que a progressdo da doenca nao estaria
vinculada a alteracOes seletivas na via de fosforilagdo e acetilacdo envolvendo
H3K9ac e H4K12ac. Por outro lado, nos remete a possibilidade de que a
metodologia utilizada nessa investigacdo n&do permite obter resultados que
expressem a relacdo desses marcadores com fendmenos de progresséo
tumoral. Além disso, podemos considerar que outras alteracdes tanto genéticas

guanto epigenéticas podem estar envolvidas no processo de carcinogénese da
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amostra e ambas podem atuar concomitantemente e separadamente no
processo de carcinogénese®®.

Os resultados do expressao imuno-histoquimica moléculas associadas a
via de acetilacao e fosforilacdo de MPTH nao permitiram explicar de forma linear
e claramente esses fendmenos e seus significados a partir de uma amostra de
CCEB. Todavia, sua andlise abre espaco para novas iniciativas de estudo a partir
de metodologias que aprofundem as possibilidades tedricas aqui consideradas.
A utilizacdo de amostras homogéneas quanto as varidveis estudadas, a
utilizacdo de tecidos néao fixados, e metodologias mais precisas de identificacédo
e avaliacdo dos niveis enzimaticos e de MPTH na acetilacdo e fosforilacéo,
focando em genes especificos classicamente associados como marcadores da
carcinogénese permitirdo melhor definicdo de seu papel na carcinogénese e na
progressdo das doencas. Essa abordagem poderia facilitar a analise mais

precisa de sua utilizacdo como marcador de progndéstico e alvo terapéutico.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que as enzimas e proteinas
GCNS5, Aurora B, H3K9ac e H3S10ph correlacionam-se na patogenia do CCEB,
embora, por esse estudo, ndo podemos concluir como essa relacdo se da
funcionalmente. A partir dos dados existentes, podemos afirmar que a expressao
de GCN5 quanto a H3K9ac € superior em pacientes fumantes. A expressao de
diferentes modificacdes de histonas e enzimas varia de acordo com a
localizagdo, com valores maiores sendo verificado especificamente para o
soalho bucal. A expressao de H3K9ac, H3S10ph e GCN5 esté relacionada com

pior prognastico (6bito). Nosso estudo sugere que os valores limitrofes de Aurora
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B para menor sobrevida, colocam-na, também, como potencial marcador de

risco de o6bito.
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TABELAS

Tabela 1 - Distribuicdo dos dados sociodemograficos e
clinicopatologicos dos pacientes com carcinoma de células
escamosas de boca incluidos no estudo.

Variaveis Valores
Idade
Média 60
Mediana 56

Variacao 34-99

Sexo (n/%)
Masculino 68 (75,6)
Feminino 22 (24,4)

Tabagismo
Tempo de exposicdo* 41,5
Etilismo
Tempo de exposicdo* 32,6
Tempo de evolucéo (meses)
Média 10,1
Variacao 1-97
Dimenséao (cm)
Média 3,09
Variacao 1-5

Localizac&o (n/%)
Lingua 37 (411)
Palato mole/duro 10 (11,2)
Assoalho bucal 23 (25,6)

Gengiva inserida/rebordo alveolar 9 (10,0)
Trigono retromolar 6 (6,6)
Mucosa jugal 1(1,2)

Estadiamento (T)**(n/%)
T1 9 (10,0)
T2 18 (20,0)
T3 28 (32,1)
T4 35 (37,9)

Metastases linfonodais (n/%) 48 (53,0)
Recidivas (n/%) 19 (21,1)
Histérico familiar de cancer (n/%) 41 (45,6)
Sintomatologia (n/%) 59 (65,6)

Dor 58 (64,0)
Sangramento 19 (21,0)
Tratamento (n/%)
Cirurgia 13 (14,4)
Radioterapia 10 (11,2)
Cirurgia plus radioterapia 14 (15,6)
Quimioterapia plus radioterapia 21 (23,3)
Cirurgia plus radioterapia plus quimioterapia 31 (34,4)
Desfecho (n/%)
Vivo 53 (58,9)
Obito 37 (41,1)
* Média em anos ** Estadiamento T (dimenséo). Dimenséo do
tumor primario, segundo o sistema de estadiamento TNM (Amin
MB, Edge SB, Greene FL, et al. editors. AJCC Cancer Staging
Manual. 8th ed. Switzerland: Springer, 2017).

61



Tabela 2 - A mediana da expressdo de GCNS5, Aurora B, H3S10ph, H3K9ac e H4K12ac de acordo com fatores clinicopatolégicos dos 90 pacientes acometidos por CCEB.

10D nuclear
Variaveis Aurora B H3S10ph GCN5 H3K9ac H4K12ac
n (m)* P n (m) p n (m) p n (m) p n (m) p
Género
Masc_ul?no 68 (48391) 0,9289% 68 (8062) 0.88514 68 (64310) 0,3254% 68 (11475) 0,3384% 68 (4478) 0.4413%
Feminino 22 (47623) 22 (8383) 22 (62543) 22 (9230) 22 (5155)
Idade
<60 anos 52 (48103) 0.4010 52 (8372) 08105 52 (61631) 0.3041A 52 (11332) 0.91264 52 (4451) 0.8741A
> 60 anos 38 (47623) ' 38 (7850) ' 38 (67575) ' 38 (10523) ' 38 (5033) '
Tabagismo
S|~m 81 (48391) 0,5856 81 (8241) 0,28394 81 (64402) 0,01504 81 (11539) 0,03344 81 (4428) 0.06144
Néao 7 (43616) 7 (6503) 7 (45859) 7 (6158) 7 (7393)
Etilismo
S|~m 72 (48103) 0,447 72 (8434) 0.2549% 72 (62543) 0.4477% 72 (11332) 0,6342 72 (4626) 0,6567 4
Nao 16 (44824) 16 (6503) 16 (64310) 16 (10182) 16 (4230)
Localizagdo
Lingua 37 (36259) 37 (17066) 37 (51581) 37 (9065) 37 (8458)
Assoalho 23 (57643) 0,00298 23 (33321) 0,0018 23 (82421) 0,0005° 23 (20453) <0,00018 23 (17105) <0,00018
Outra 29 (55221) 29 (24319) 29 (63676) 29 (13307) 29 (12626)
Tamanho
<4cm 43 (47863) 0,77254 43 (7808) 0.84484 43 (62630) 0.8494 43 (11317) 0,80034 43 (4497) 0,93504
>4cm 37 (47666) 37 (8565) 37 (65187) 37 (10792) 37 (4566)
Estadiamento clinico
Inicial 27 (48688) 27 (38836) 27 (60030) 27 (11347) 27 (4108)
Avancado 61 (46941) 0,8841" 61 (7944) 0,9726" 61 (66650) 0,2304* 61 (10829) 0,6368" 61 (5025) 0,1336"
Cl. Histolégica
BD 26 (45537) 0,08574 26 (7808) 0.16104 26 (58767) 0,3324¢ 26 (10482) 0.1822% 26 (4451) 0.80874
P/MD 30 (54991) 30 (11004) 30 (67611) 30 (14202) 30 (4751)
Recidiva
Presente 19 (36464) 0,16064 19 (6421) 0,30994 19 (55129) 0,03024 19 (7348) 0.0694 19 (4753) 0,71504
Ausente 50 (49991) 50 (8624) 50 (70546) 50 (13861) 50 (4942)
Metastase
Presente 46 (46901) 0.7064 46 (7850) 0.6726 48 (58584) 03593 46 (7850) 0.8626 46 (4399) 0.28184
Ausente 44 (49991) ' 44 (8890) ' 42 (66650) ' 44 (8890) ' 44 (5137) '
Desfecho
Vivo 51 (51157) 0,1484» 53 (9663) 0,0778* 51 (66650) 0,17994 53 (11731) 0,49294 53 (4405) 0,3433
Obito 37 (43616) 37 (7482) 37 (54430) 37 (9882) 37 (5249)

(A) Teste U de Mann-Whitney; (B) Teste de Kruskal-Wallis; (C) Teste t; BD: Bem diferenciado; P/MD: Pouco/moderadamente diferenciado; C: Cirurgia; R: Radioterapia; Q: Quimioterapia;
1 - nimero (mediana)
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Tabela 3 — Valores da correlacao (rs) obtida entre valores de

IOD para modificacdes postraducionais de histonas (MPTH)

e enzimas Aurora B e GCN5 associadas, testadas nos casos

de carcinomas de células escamosas bucais.

Enzimas / MPTH Aurora B GCN5 H3K9ac H4K12ac

GCN5

H3K9ac

H4K12ac

H3S10ph

rs =0,676

p<0,0001

rs=0,488  rs=0,619

p<0,0001  p<0,0001

rs=0,252  1s=0,02004 rs=0,109
p=0,0179  p=0,853  p=0,305
rs=0,633  rs=0,504 rs=0,698 rs=0,117
p<0,000  p<0,0001 p<0,0001 p=0,096

Tabela 4 — Valores preditivos da curva ROC para as MPTH e enzimas.

Valores preditivos

Aurora B H3S10ph GCN5 H3K9ac H4K12ac

Ponto de corte
Sensibilidade
Especificidade
Likelihood ratio positiva
Valor preditivo positivo
Likelihood ratio negativa
Valor preditivo negativo
Acurécia

Distancia

48.641 8.302 60.030 10.792 4.685
0.583 0.583 0.542 0.521 0.583
0.548 0.571 0.643 0.571 0.548
1.29 1.36 1.52 1.21 1.29
59,55% 60,8% 63,41% 58,09% 59,55%
0.76 0.73 0.71 0.84 0.76
53.52% 54.54% 55,16% 51,09% 53,52%
56,67% 57,74% 58,92% 54,44% 56,67%
0.615 0.598 0.581 0.643 0,615
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 — Quadro demonstrativo da coloracdo em H&E e da reatividade imuno-
histoquimica para as enzimas GCN5, Aurora B, e as modificacbes pOs-
traducionais de histonas (MPTH) H3K9ac, H3S10ph e H4K12ac no mesmo spot
de TMA. A imuno-coloracéo foi localizada no nucleo para todos os antigenos
pesquisados, com pequenas variacdes em intensidade entre as MPTH. Para
Aurora B observou-se também localizacéo citoplasmatica da imuno-coloracao;
padrdo semelhante foi observado também para GCN5, embora a imuno-coloracao
citoplasmatica tenha sido fraca. Para as MPTH, a imuno-coloragéo foi raramente
observada no citoplasma, com intensidades variadas (Aumento de 200x. Técnica

da estreptavidina-biotina-peroxidase, contra-coloragao: hematoxilina de Harris).

Figura 2 — Graficos representativos das curvas ROC utilizadas para determinacéo
dos cut-offs de IOD para os diferentes antigenos pesquisados empregados na
analise de sobrevida e de associacéo entre valores de 10D para as modificacdes
pos-traducionais de histonas e diferentes variaveis referentes as caracteristicas

dos carcinomas de células escamosas bucais incluidos no presente estudo.

Figura 3 — Curvas de sobrevida (A) e respetivas curvas de risco de ébito (B) dos
pacientes com carcinomas de células escamosas bucais expressando diferentes
valores de IOD para enzimas relacionadas a acetilacdo (GCN5) e fosforilagéo
(AURORA B) de modificagdes pos-traducionais de histonas. As curvas

representam casos com valores de IOD maiores (vermelho) e menores (azul), que
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os cut-offs obtidos para cada enzima (GCN5: 60.030; AURORA B: 48.641). As
curvas de sobrevida e risco foram construidas pelo método de Kaplan-Meyer, e

analisadas a partir do teste de log-rank de Cox-Mantel, com alfa = 0,05.

Figura 4 — Curvas de sobrevida (A) e respetivas curvas de risco de 6bito (B) dos
pacientes com carcinomas de células escamosas bucais expressando diferentes
valores de IOD para modificacdes pos-traducionais de histonas (MPTH). As
curvas representam casos com valores de IOD maiores (vermelho) e menores
(azul), que os cut-offs obtidos para cada MPTH (H3K9ac: 8.302; H4K12ac: 4.685;
H3S10ph: 10.792). As curvas de sobrevida e risco foram construidas pelo método
de Kaplan-Meyer, e analisadas a partir do teste de log-rank de Cox-Mantel, com

alfa = 0,05.
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5.CONCLUSAO




Os resultados do presente estudo mostram que as enzimas e proteinas
GCNS5, Aurora B, H3K9ac e H3S10ph correlacionam-se na patogenia do CCEB,
embora, por esse estudo, ndo podemos concluir como essa relagdo se da
funcionalmente. A partir dos dados existentes, podemos afirmar que a expressao
de GCN5 quanto a H3K9ac é superior em pacientes fumantes. A expressao de
diferentes modificacbes de histonas e enzimas varia de acordo com a
localizagdo, com valores maiores sendo verificado especificamente para o
soalho bucal. A expressdo de H3K9ac e H3S10ph esta relacionada com pior
progndstico (6bito). Nosso estudo sugere que os valores limitrofes de GCN5 para
menor sobrevida, colocam-na, também, como potencial marcador de risco de

6bito.
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Nimero do Parecer: 2.001.481

Apresentacdo do Projeto:

Conforme apresenta o protocolo: As modificacdes epigenéticas tém ganhado atenc¢do no estudo da
carcinogénese juntamente com as alteragbes genéticas. Evidéncias recentes sugerem a participacéo de
componentes epigenéticos também em lesdes cancerizaveis. Esse estudo foi desenvolvido para analisar as
alteractes epigenéticas associadas & carcinogénese humana na regido bucomaxilofacial. Padroes dessas
alteractes tém sido observados em amostras dessas neoplasias. A identificacdo e caracteriza¢édo desses
distintos padrdes se faz essencial para o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes e efetivas, além de
proporcionar a tentativa de explicar a etiopatogenia, e detectar possiveis influéncias das mesmas no
comportamento desses tumores.Até recentemente, o0 sequenciamento de DNA para identificar mutacoes
geneticas em neoplasias era impraticavel e caro. Os recentes avancos tecnol6gicos nesse processo, como a
criacdo do método de sequenciamento de ultima geracao, baseada no uso de semicondutores lon Proton,
otimizou o custo e o tempo do sequenciamento, além de oferecer resultados mais confiaveis.

Usando o lon Proton, os pesquisadores sequenciardo genes mais comumente relacionados as alteragdes
em histonas, buscando identificar o papel dessas alteraces epigenéticas em amostras de tumores benignos
e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal,
tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis
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(leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica). Ser&do considerados na composicéo da amostra tumores
benignos e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignosodontogénicos e lesées cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia
e queilite actinica). Todos 0s casos incluidos nesse estudo serdo coletados prospectivamente, a partir da
aprovacao do presente projeto, e retrospectivamente, a partir de 1978 (inicio do arquivamento das amostras
cirargicas do Laboratério de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia). A coleta dos casos em ambas as situactes se fara até 2021 periodo limite do
desenvolvimento do estudo, perfazendo um numero provavel de 320 amostras ao final, baseado na
frequéncia de seus diagnosticos registrados no Laboratério de Patologia do Curso de Odontologia. Todos 0s
casos eletivos serdo incluidos no estudo a partir da aceitacéo do paciente, mediante a assinatura de termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Objetlvo da Pesqulsa:

Objetivo Primario:

Identificar e analisar alteracdes epigenéticas, em amostras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica) e sua relagdo
com comportamento biolégico e parametros clinicopatolégicos das lesdes supracitadas.

Objetivo Secundario:

A) Descrever as caracteristicas clinicopatolégicas das lesdes estudadas, considerando, quando pertinente, a
possibilidade de estudar casos isolados ou pequenas serie de casos, especialmente quando 0s casos
trouxerem informagodes inusitadas em relacao ao que é conhecido pela literatura;

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

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

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

Avallacdo dos RlIscos e Beneficlos:
Segundo os pesquisadores:

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

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

Comentarlos e Conslderacdes sobre a Pesquilsa:
O projeto de pesquisa esta descrito de maneira detalhada, permitindo adequada interpretacdo para a
elaboracdo do parecer ético deste comité.
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UF: MG Municiplo: UBERLANDIA
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Continuacao do Parecer: 2.001.481

Conslderacdes sobre os Termos de apresentacao obrlgatorla:
Todos os termos obrigatorios foram apresentados.

Recomendacdes:
N&o ha.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:
As pendéncias apontadas no parecer consubstanciado nimero 1.864.897, de 05 de Dezembro de 2018,
foram atendidas.

De acordo com as atribuicoes definidas na Resolucdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacdo do
protocolo de pesquisa proposto.

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

Conslderacdes FInals a critérlo do CEP:

Data para entrega de Relatorio Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2018.
Data para entrega de Relatorio Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2019.
Data para entrega de Relatorio Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2020.
Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/UFU: Setembro de 2021.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucdo 466/12, 0 pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e 0s
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentacéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolucdo
CNS 466/12, n&o implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientacdes ao pesquisador :

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
gualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS
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466/12 ) e deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao sujeito participantie ou
guando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa gque regueiram acéo
imediata.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e &
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a4 mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item I11.2.e).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 14/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 804983.pdf 20:23:48
Outros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 14/12/2018 |ADRIANO MOTA Aceito

CEP 1864897.pdf 20:23:12 |LOYOLA

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

Projeto Detalhado / |Projeto.pdf 14/12/2016 |ADRIANO MOTA Aceito

Brochura 20:18:20 |LOYOLA

Investigador

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

Assentimento / 20:17:07 |LOYOLA

Justificativa de

Auséncia

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

Outros Questionario.pdf 06/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
13:03:59 LOYOLA
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Outros Declaracao_Instituicao_Co_Participante.| 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
pdf 10:03:35 LOYOLA

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

Outros Carta_de_encaminhamento_de_protocol|l 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
o.pdf 10:00:30 _|LOYOLA

Outros Diretor_HO.pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:58.04 |LOYOLA

Outros Diretor_FOUFU.pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:57:24 |LOYOLA

Outros Lattes.pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:53:57 |LOYOLA

Sltuacdo do Parecer:
Aprovado

Necesslta Apreclacdo da CONEP:
Nao

UBERLANDIA, 05 de Abril de 2017

Asslnado por:

Sandra Terezinha de Farlas Furtado
(Coordenador)
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Anexo 2 — Materiais e Métodos

Tendo em vista a necessidade de descrever a metodologia de forma
sucinta no trabalho, os itens abaixo inseridos nesse Anexo, tem por finalidade
ampliar a descricdo do que foi exposto no trabalho, na tentativa de melhorar a a

compreensao dos metodos empregados.

2.1 — Microarranjo tecidual (Tissue microarray — TMA)

A técnica do TMA consiste em retirar amostras de diferentes blocos
parafinados (denominados “blocos doadores”) agrupando-os em um unico bloco
(denominado “bloco receptor”), possibilitando a realizagcdo de analise imuno-
histoquimica de diferentes amostras simultaneamente. Primeiramente
delimitaram-se duas areas de interesse nos blocos oriundos dos casos
selecionados utilizando suas respectivas laminas coradas em H&E. Para essa
selecdo, optou-se por selecionar duas regides dos blocos onde houvesse maior
guantidade de tecido tumoral. Tendo essas areas sido delimitadas nas laminas,
elas foram identificadas nos blocos parafinados e entdo retiradas utilizando o
dispositivo core facilite (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, EUA). Esse
processo € feito inserindo uma agulha de 1mm de didmetro no bloco doador, que
retira esse material e o insere no bloco receptor utilizando um padréo (Figura 1).
A partir desse momento, cada parte do bloco receptor que foi inserido no bloco
doador é denominado de spot, havendo um distanciamento de 1mm entre eles.

A configuracao final dos spots, em duplicata, pode ser vista na Figura 2.
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Routine histologic Tissue core Construction of
paraffin block Collection of cohort tissue microarray

Figura 1. Imagem mostrando o dispositivo core facilite acompanhada de um
esquema esquema indicando a inser¢do da agulha de 1 mm de didmetro no
bloco doador (donor) e a posterior inser¢cao no bloco receptor (recipient). Fonte:

Giltnane e Rimm (2004), adaptado pelo autor para a dissertagéo.
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Figura 2: Na figura € possivel ver o mapa dos casos de CCEB inseridos no bloco
receptor. Em amarelo estéo indicados os pacientes que ndo apresentaram lesao
metastatica cervical; em azul estdo indicados os pacientes que apresentaram

metastase cervical; e em laranja estao as leses metastaticas.

2.2 — Ensaios imuno-histoquimicos

Os ensaios imuno-histoquimicos foram realizados utilizando a técnica
estreptavidina-biotina-peroxidase em cortes de 3 ym de espessura obtidos a

partir do bloco receptor do TMA e montados em laminas polarizadas StarFrost
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(Knittel Glaser, Brunsquive, BS, Alemanha). Todos os ensaios foram realizados
de acordo com protocolos pré-definidos pelo Laboratério de Patologia Bucal da
Universidade Federal de Uberlandia.

Primeiramente foi feita a desparafinacdo das laminas com dois banhos
em solucéao de xilol (Synth, Sao Paulo, SP, Brasil), sendo o primeiro em estufa a
56°C por 30 minutos e o0 segundo em temperatura ambiente por 15 minutos. Em
seguida procedeu-se a hidratacdo utilizando solugbes de etanol em
concentracdo decrescente: 100% duas vezes, 95% e 80%, sendo cada banho
de 5 minutos de duracdo. A remocdo do pigmento formdlico foi feita em um
banho de 10 minutos utilizando uma solucéo etanol a 95% e hidroxido de aménia
a 10% (Synth, Séao Paulo, SP, Brasil), seguido por 7 banhos de agua deionizada.

A recuperagdo antigénica foi realizada utilizando solugdo de &acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, Amresco, Solon, OH, EUA), em uma
concentracdo de 1,0 mM, tamponado com hidréxido de sédio (pH = 8,0) em 3
ciclos de 5 minutos em micro-ondas (AW42, Continental Brasil Ltda., Curitiba,
PR, Brasil). Os cortes entéo ficaram em temperatura ambiente por 40 minutos
para resfriamento e passaram por 5 banhos de agua deionizada. O bloqueio da
biotina enddgena foi feito submergindo as laminas por 15 minutos, em
temperatura ambiente, em uma solucdo composta por duas claras de ovos e
200ml de &gua destilada, sendo realizados 10 banhos em agua destilada em
seguida. Para o bloqueio da avidina enddgena, as laminas foram submergidas,
em temperatura ambiente, em uma solucdo contendo 30g de leite em po
desnatado (Nestlé Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) e 180 ml de agua
destilada, passando por dez banhos de agua destilada em seguida. O bloqueio
da peroxidase enddgena foi feito através de trés banhos de 15 minutos cada em
solucdo de peroxido de hidrogénio a 10V (Dindmica Quimica Contemporanea,
Sao Paulo, Brasil), seguido por 5 banhos de agua destilada.

Para incubacdo dos anticorpos primarios, 0s cortes passaram por trés
banhos de cinco minutos cada uma em solucao tampéao de Tris-HCl a 20 nM em
temperatura ambiente. Entdo o bloqueio de reacdes inespecificas foi feito
utilizando o Background Sniper (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA) por 15

minutos em temperatura ambiente. Os anticorpos para as enzimas GCN5 e
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Aurora B, bem como para as MPTH H3S10, H3K9ac e H4K12ac foram diluidos
em solucdo PBS-BSA (tampéo fosfato/soro albumina bovina) e encubados de

acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: relacdo dos anticorpos utilizados nos ensaios imuno-
histoquimicos, titulacdes, tempo e temperatura de incubacéo e informacdes

dos fabricantes.

Anticorpo  Concentracao Incubacgéo Fabricante?

Tempo Temperatura

Aurora B
1:200 18h 4°C ABCAM
(ab45145)
GCNb5
1:100 18h 4°C Santa Cruz
(sc-365321)
H3K9ac
1:2.000 2h Ambiente ABCAM
(ab10818)
H3S10ph
1:500 2h Ambiente ABCAM
(ab47297)
H4K12ac
1:10.000 2h Ambiente ABCAM
(ab61238)

1. ABCAM, Cambridge, MA, USA; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA.

Os cortes passaram por 2 banhos de 2 minutos cada uma em solucao
tampéao de Tris-HCI a 20 nM em temperatura ambiente para desencubacgao do
anticorpo primario. Entdo aplicou-se a solucédo Trekkie Link (Biocare Medical,
Pacheco, CA, EUA), por 30 minutos em camara Umida para incubacdo do
anticorpo secundario, seguida de 2 banhos de 2 minutos cada uma em solucéo

tampao de Tris-HCI a 20 nM em temperatura ambiente. O complexo terciério foi
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incubado utilizando Trekkie Avidin-HRP (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA),
por 30 minutos em temperatura ambiente utilizando camara Umida. Por fim, a
revelacdo foi feita aplicando Betazoid DAB Chromogen Solution (Biocare
Medical, Pacheco, CA, EUA) - um cromoégeno 3,3-tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina - por cinco minutos na concentragao de 1 gota para cada 1ml
de Substrate Buffer (Biocare Medical, Pacheco, CA, EUA), seguida de lavagem
em agua corrente.

A contracoloracao das laminas foi feita utilizando hematoxilina de Harris,
entdo elas foram lavadas em &gua corrente e desidratadas em solucfes de
concentragdes crescentes de etanol: 80% por 5 minutos; 90% por 5 minutos;
100% por 5 minutos; e 100% por 10 minutos duas vezes. Para diafanzacao foram
feitos 2 banhos de 5 minutos em xilol (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) e em seguida
as laminas foram montadas com goma de damar (ISOFAR, Duque de Caxias,
RJ, Brasil).

2.3 — Andlise de reatividade imunohistoquimica

Previamente a andlise, as laminas de TMA confeccionadas e coradas
foram escaneadas em aumento de 20x utilizando o Slide Scanner Aperio AT2
(Leica Biosystems Imaging, Inc., Nussloch, Alemanha) e um computador (Dell
Precision T3600). Cada spot foi entdo fotografado individualmente no mesmo
aumento utilizando o software QuPath, verséo 0.2.2 (Bankhead et al., 2017) e
entdo as imagens foram submetidas a andlise utilizando o software ImageJ
versao 1.52 (NIH, Bethesda, MD, EUA) (Figura 3).

ImageJ

JNJAlQ @O Qo 48| # >

4
-+

O X @‘ ~| A
Image) 1.52q; Java 1.8.0_172 [64-bit]; 466 commands; 74 macros

Figura 3: Tela inicial do ImageJ ilustrando as diferentes ferramentas fornecidas

pelo software para andlises de imagem. (Fonte: proprio autor)

2.3.1 — Calibracédo do ImageJ
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O processo da analise de imagem inicia-se com duas calibracdes, uma
primeira para calibrar a escala de cinza e uma segunda para calibrar a distancia,
ambas feitas de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Fonte:
https://imagej.nih.gov). Esses procedimentos s&o importantes uma vez que a
densidade otica integrada (IOD), consiste na intensidade de coloracdo de cada
pixel (em densidade de cinza) de uma &rea previamente delimitada.

A calibracdo da densidade de cinza é feita utilizando-se valores pre-
estabelecidos em intervalos de densidade de cinza (Kodak n° 3, tutorial

(https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html) como o passo a

passo abaixo:
1 — Clica-se no item Analyze, na barra de ferramentas, em seguida

seleciona-se o item Calibrate (Figura 4).

Analyze Plugins Windo

Measure #EM
Analyze Particles...
Summarize
Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels

Tools

Figura 4: Imagem mostrando a
barra de ferramentas, indicados
em azul as opgdes Analyze e

Calibrate. (Fonte: proprio autor)
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2 — Na janela aberta, na opgéo “Function” deve-se selecionar “Rodbard”,
em “Unit” deve-se colocar I0D. Na janela em branco da esquerda devem ser
inseridos os valores de cinza, e na janela em branco da direita os valores de
absorbancia correspondentes de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante (Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration). Deve-se
entdo marcar a opcado “Global Calibration” e clicar em “Ok” para salvar a

configuragéo. (Figura 5).

L] Calibrate...
Function: Rodbard 7]

Unit: 10D
252.38 0.0
225.37 0.06
191.67 0.2
154.76 0.34
125.73 0.49
101.15 0.64
79.58 0.79
61.92 0.94
48.2 1.1
37.21 1.26
29.32 1.41
23.19 1.56
17.97 1.7
17.97 1.85
14.09 2.01
11.05 2.16
8.76 2.32
7.16 2.46
6.0 2.6
Open... Save...

Global calibration
Show plot

Help Cancel OK

Figura 5: Janela aberta
mostrando as
configuracbes de funcéo
(Function: Rodbard),
unidade (Unit: 1OD) e
escala de cinza (Fonte:
préprio autor).

3 - A clicagem e “Ok” gera uma relacao entre valores de pixel e IOD
traduzidos por uma curva exponencial, indicando que a calibragéo foi realizada

com sucesso (Figura 6).
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Figura 6: Curva de calibracdo gerada a partir dos valores da escala

de cinza e 10D utilizadas na calibracéo (Fonte: proprio autor).

A calibracdo de distancia é necessaria porque permite que o programa
guantifique quantos pixels se encontram em uma determinada area cuja
distancia € conhecida. Dessa forma € possivel obter o IOD para a area de
interesse, sendo que essa calibracdo ocorre da seguinte forma:

1 — Deve-se medir quantos pixels estdo presentes em 200um utilizando a
ferramenta “Straight line” e fazendo uma linha reta sobre a barra de escala

presente na figura (Figura 7).

@ - - ImageJ - — -
OO0 45N Ala|o| aleds|e| | | |»

Figura 7: A seta azul indica a funcéo indica a funcao “Straight line” pressionada
na barra de ferramentas e a seta laranja indica a linha amarela criada sobre a

barra de medida presente na imagem (Fonte: autor).
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2 — Com a linha reta definida, deve-se entdo clicar na aba “Analyze” e

clicar no item “Set Scale” (Figura 8).

Analyze Plugins Windo

Measure #EM
Analyze Particles...
Summarize
Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels

Tools

Figura 8: Imagem mostrando a
barra de ferramentas, indicados
em azul as op¢bes Analyze e Set

Scale (fonte: autor).

3 — Na janela que foi aberta deve-se inserir a distancia em pixels obtida
no passo 1 (Distance in pixels), a distancia real conhecida fornecida na imagem
(Known distance), a proporgéo entre as medidas (Pixel aspect ratio) e a unidade
de medida real que foi utilizada (Unit of length). Em seguida deve-se marcar a
chave “Global” para tornar a modificag&o aplicavel em todas as imagens. (Figura
9).
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O [ ] Set Scale

Distance in pixels: 398
Known distance: 200

Pixel aspect ratio: 1.0

Unit of length: um

Click to Remove Scale
Global

Scale: 1.99 pixels/um

Help Cancel OK

Figura 9: Janela na qual séo inseridas as informacoes
para calibracdo da distancia na imagem. No nosso
caso a distancia em pixels (Distance in pixels) foi de
398; a distancia real (Known distance) foi de 200um;
a proporcao entre as medidas (Pixel aspect ratio) foi
1:1; e a unidade de medida real que foi utilizada (Unit
of length) foi um. A chave “Global” encontra-se

marcada (fonte: autor).

2.3.2 — Andlise das imagens

Feita as calibrag6es do ImageJ, a a analise quantitativa do 10D j& pode

ser realizada seguindo 0s passos a seguir:

1 — Na barra de ferramentas deve-se clicar na aba “Plugins” e em seguida

em “Colour Deconvolotion” (Figura 10).
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Plugins Window Help

Macros

Shortcuts

Utilities

New

Compile and Run...
Install...

3D

Analyze

Colour Deconvolution
Examples

Filters

Graphics
Input-Output

Scripts

Stacks

Tools

Figura 10: Imagem mostrando a barra
de ferramentas, indicados em azul as
opcdes Plugins e Colour Deconvolution

(fonte: autor).

2 — Na janela que se abre, deve-se selecionar os vetores (“Vectors”) H
DAB e clicar em “OK”. Esse procedimento ird gerar 3 imagens: uma relativa a
coloracdo em DAB; outra referente a coloragdo em hematoxilina de Harris; e uma

terceira residual (Figuras 11 e 12).
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© » Colour Deconvolution 1.5

Vectors | H DAB <)

Show matrices

Hide legend
Cancel OK

Figura 11: Imagem mostrando a
janela que foi aberta apoés
realizacdo do passo 1. E possivel
ver os vetores (Vectors) “H DAB”
selecionados. (fonte: autor).

e

IMAGEM ORIGINAL DAB HEMATOXILINA IMAGEM RESIDUAL
Figura 12: Processo de deconvolucado da imagem original necessario a obtencéo

do indice de absorbancia das imunomarcacdes. Da esquerda para a direita: a
imagem original escaneada em ampliacdo de 20x, mostrando o spot com area
do carcinoma de células escamosas sob analise, onde se percebe a neoplasia
corada em HE, e os nucleos celulares imunomarcados por DAB; a imagem
deconvoluida mostrando as coloragdes nucleares em DAB; a imagem
deconvoluida apenas mostrando a coloragdo de hematoxilina; a imagem residual

gerada.

3 — A partir da imagem em hematoxilina, deve-se criar uma méascara que
cubra apenas os nucleos das células. Para isso, utiliza-se o atalho Control+T (ou

Command+Shift+T), que abrira a janela de ajuste de “Threshold” (Figura 13).
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Threshold

10.37 %

139

Default (V] Red [V

Dark background Stack histogram
Don't reset range
Auto Apply Reset Set

Figura 13: Quadro de
ajustes de Threshold para
selecdo dos nucleos na
imagem gerada em H&E
(Figura 12). Essa selecédo
funciona escolhendo um
ponto de corte de valor, de
modo que cada pixel menor
gue esse valor seja
considerado uma classe,
enquanto cada pixel maior
que esse valor seja

considerado outra.

4 — Ajustado o “Threshold” de forma a cobrir apenas os nucleos das
células, da-se sequéncia clicando na aba “Edit’” na barra de ferramentas do
ImageJ, seguido de “Selection” e “Create Selection”. Essa sele¢do entdo €
aplicada sobre a imagem em DAB utilizando o “ROI Manager” através do atalho
Control+T ou Command+Shift+T (Figura 14).
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Figura 14: A esquérda, criacdo da selecéo envolvendo os apenas 0s nucleos do
spot. Em vermelho estdo os nucleos que foram mapeados a partir da imagem
corada em hematoxilina, correspondente a Figura 12. Esse procedimento auxilia
na determinacdo das areas individuais dos nucleos celulares tumorais,
permitindo a avaliacdo da area total ocupada pelos nucleos das células
neoplasicas no spot avaliado. A direita, imagem do spot neoplasico analisado,
mostrando a area da mascara em amarelo sendo aplicada sobre a imagem do
tumor corado em DAB, a partir da qual sera realizada a leitura de intensidade por

area imunomarcada.

5 — Por fim, o calculo do IOD é feito na imagem em DAB ap0s aplicagcdo
da selecao utilizando o atalho Control+M ou Command+Shift+M, gerando uma

tabela de resultados onde o IOD é traduzido por “IntDen” (Figura 15).
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LK Results
[Label IntDen [RawIntDen |

1 Caso88.png-(Colour_2):0940-0927 [28980.394 | 36563089

Figura 15: Tabela de resultados gerada apos a
andlise da imagem em DAB com o IOD, aqui
representado por “IntDen”. Esse valor representa a
intensidade de absorbancia por area nuclear
presente em cada area avaliada nos spots

tumorais.
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Anexo 3 — Resultados das Analises

Tabela 2: Valores de I0OD obtidos para cada caso em duplicata e suas respectivas médias. Os valores em branco indicam spots que ndo
possuiam material biolégico suficiente para andlise.

Casos GCN5 AURORA B H3S10PH H3K9AC H4K12AC

1 2 Média 1 2 Média 1 2 Média 1 2 Média 1 2 Média
1| 98.186 130.757 114.472 66.614 74.990 70.802 6.853 10.277 8.565 3.313 2.761 3.037 6.345 8.962 7.653
2 3.691 3.691 1.846 1.846 29.475 29.475
3| 35489 66.351 50.920 60.023 51.551 55.787 9.893 16.167 13.030 6.312 6.881 6.597 3.029 15405 9.217
4| 68.043 65.257 66.650 90.143 58.555 74.349 4.440 19.491 11.966 4.718 8.866 6.792 3.613 49.444 26.529
5]/112.451 80.123 96.287 134.250 70.871 102.561 19.929 13.986 16.958 14.943 19.014 16.979 6.720 11.478 9.099
6102.145 110.596 106.371 123.484 126.528 125.006 7.056 12.270 9.663 14.777 37.440 26.108 68.473 5.657 37.065
7| 80.401 128.509 104.455 91.383 143.038 117.211 2.719 4.347 3.533 5.803 11.612 8.707 9.248 3.358 6.303
8| 41.863 63.554 52.709 46.085 63.223 54.654 1.138 14.053 7.596 1.444 14.201 7.823 1.447 9.362 5.404
9| 69.884 77.004 73.444 63.265 55.732 59.499 3.310 6.622 4.966 5.005 9.944 7.475 2.499 3.164 2.831
10| 59.181 56.699 57.940 61.315 38.667 49.991 36.809 17.346 27.078 29.013 14.576 21.794 5.084 6.929 6.006
11| 46.020 79.065 62.543 34.261 32.218 33.240 9.694 19.684 14.689 11.640 14.474 13.057 4.596 5.454 5.025
12| 66.876 92.406 79.641 48.300 47.906 48.103 5.770 12.118 8.944 17.819 19.375 18.597 4.502 3.714 4.108
13| 58.223 77.435 67.829 24596 27.634 26.115 2.615 9.624 6.120 15.452 12.129 13.791 3.769 3.100 3.435
14| 30.858 54.926 42.892 14.064 23.707 18.886 3.473 11.490 7.482 17.688 11.818 14.753 4.097 2.703 3.400
15| 76.879 105.804 91.342 63.949 50.231 57.090 10.356 8.212 9.284 39.881 23.027 31.454 3.729 2.211 2970
16| 12.322 19.589 15.956 7.787 11.616 9.702 922 258 590 444 335 389 7.488 7.596 7.542
17| 32.175 31.629 31.902 14.146 14.845 14496 4.366 1.730 3.048 6.252 1931 4.091 6.011 14.370 10.191
18| 68.218 60.585 64.402 23.662 41.867 32.765 9.464 17.580 13.522 10.504 11.155 10.829 14.775 24.812 19.794
19| 63.686 46.571 55.129 43.200 46.447 44824 3.391 9.203 6.297 6.287 5.148 5.718 6.709 3.861 5.285
20| 91.657 101.525 96.591 74.256 94.496 84.376 4.299 18.361 11.330 7.259 7.451 7.355 2.332 27.094 14.713
21| 73.856 83.270 78.563 62.922 83.521 73.222 4.637 22.979 13.808 39.027 46.839 42.933 27.325 6.329 16.827
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

7.451

63.231
76.776
72.571
94.664
73.150
77.887
75.270
86.401
32.763
44.950
47.889
67.805
74.833
116.413
48.928
47.176
52.530
52.965
47.559
74.446
93.828
34.453
64.113
39.600

35.111
169.254
64.025
81.942
62.578
92.593
78.836
57.407
101.537
102.821
32.207
42.174
48.293
62.725
75.161
101.476
63.631

50.632
70.296
45.494
77.745
15.032
49.734
35.949
22.021

21.281
169.254
63.628
79.359
67.575
93.629
75.993
67.647
88.404
94.611
32.485
43.562
48.091
65.265
74.997
108.945
56.280
47.176
51.581
61.631
46.527
76.096
54.430
42.094
50.031
30.811

26.196

149.866
66.792
39.975
75.256
53.336
28.836
34.826
34.407
13.129
32.170
30.656
46.253
79.237
93.841
43.059
36.259
42.089
51.950
34.883
48.499
38.294
32.423
44.245
31.674

35.733
191.023
58.057
68.399
41.551
54.157
48.978
20.878
41.899
30.845
24.371
40.757
24.720
63.951
75.880
85.364
65.329

50.408
62.561
23.776
48.877

6.792
54.808
28.742
21.476

30.965
191.023
103.962

67.596

40.763

64.707

51.157

24.857

38.363

32.626

18.750

36.464

27.688

55.102

77.559

89.603

54.194

36.259

46.249

57.256

29.330

48.688

22.543

43.616

36.494

26.575

1.189
3.153
19.906
28.346
6.472
13.849
13.907
2.519
11.081
6.791
2.588
10.281
4.109
4.732
5.773
15.363
2.368
2.824
3.212
18.823
10.788
12.974
8.922
5.108
8.525
6.635
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5.841
88.470
5.779
11.612
8.565
23.401
18.688
2.467
17.755
10.881
4.252
2.806
3.417
25.700
11.593
28.199
7.366
1.943
6.059
17.742
4.880
22.940
4.025
5.152
7.076
2.536

3.515
45.812
12.843
19.979

7.519
18.625
16.298

2.493
14.418

8.836

3.420

6.544

3.763
15.216

8.683
21.781

4.867

2.384

4.636
18.283

7.834
17.957

6.474

5.130

7.801

4.586

3.421
5.515
16.243
21.956
10.582
15.199
24.003
16.754
32.772
19.331
959
6.677
8.791
9.171
13.986
21.429
6.096
4717
2.557
11.308
8.865
19.307
10.040
4.107
3.178
4.288

11.020
61.243
6.451
18.696
17.384
15.828
21.388
6.708
12.077
19.479
2.484
1.048
2.272
26.505
27.700
36.191
12.943
2.552
5.814
28.040
5.514
16.179
3.754
2.777
5.135
2.473

7.221
33.379
11.347
20.326
13.983
15.514
22.696
11.731
22.424
19.405

1.721

3.863

5.532
17.838
20.843
28.810

9.519

3.635

4.186
19.674

7.190
17.743

6.897

3.442

4.156

3.380

3.074
2.303
4.068

551

840
3.290
5.202
1.646
1.506
5.777
2.327
6.612
1.961
1.702
5.765
4.831
4.399
2.382
3.222
3.687
4.005
7.389
9.277
6.007
5.281
3.726

5.156
50.185
3.787
7.374
2.222
2.315
4.430
2.998
403
2.659
6.667
3.886
4.800
3.616
4.339
6.678
3.398
8.964
1.709
5.123
3.868
5.801
2.591
3.000
3.411
3.857

4.115
26.244
3.927
3.963
1.531
2.803
4.816
2.322
955
4.218
4.497
5.249
3.381
2.659
5.052
5.755
3.899
5.673
2.466
4.405
3.937
6.595
5.934
4.504
4.346
3.791



48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

55.054
57.405
141.589
43.960
86.733

127.545
160.911
59.304

93.138
46.228
136.024
59.306
122.135
52.399
97.319
43.962
61.830
27.459
77.727
84.584
45.462
68.181
70.539
57.523

45.474
41.646
95.273
33.304
41.886
82.421
84.018
86.553
55.702
72.949
92.824
52.532
152.859
51.923
63.957
26.442
36.688

79.261
51.011
49.721
109.821
46.255
69.779
66.519
55.581

50.264
49.526
118.431
38.632
64.310
82.421
105.782
123.732
57.503
72.949
92.981
49.380
144.442
55.615
93.046
39.421
67.004
43.962
70.546
39.235
63.724
97.203
45.859
68.980
68.529
56.552

26.215
60.351
123.192
49.078
85.188

133.835
139.345
28.367

41.089
17.243
58.931
48.449
60.155
32.002
63.879
31.126
43.066
33.383
100.084
80.319
40.568
48.058
51.374
33.124

37.690
50.052
112.645
34.385
39.656
106.951
88.143
76.597
34.085
40.289
46.438
23.477
77.402
81.973
60.974
31.849
31.367

73.692
60.419
46.726
106.112
32.901
49.224
63.911
28.954

31.953
55.202
117.919
41.732
62.422
106.951
110.989
107.971
31.226
40.289
43.764
20.360
68.167
65.211
60.565
31.926
47.623
31.126
58.379
46.901
73.405
93.216
36.735
48.641
57.643
31.039

3.345
7.731
19.246
8.003
20.413
917
16.224
13.564
5.400
7.846
2.498
3.129
5.574
9.702
7.920
4.219
7.933
3.838
6.911
14.814
11.595
26.531
13.218
21.543
11.286
8.612
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7.359
18.804
33.557

5.415

9.379
50.689
14.566
12.805

7.288
12.902

4.312
12.758
11.030

6.079

4.559

7.917

7.599

4.541
2.935
10.527
17.606
8.137
29.780
44.327
14.913

5.352
13.268
26.402

6.709
14.896
25.803
15.395
13.185

6.344
10.374

3.405

7.944

8.302

7.891

6.240

6.068

7.766

3.838

5.726

8.875
11.061
22.069
10.678
25.662
27.807
11.763

3.465
9.055
26.305
9.071
19.952
1.850
10.421
15.179
9.668
10.830
5.649
2.410
17.648
4.567
11.335
3.482
19.794
9.882
4.895
19.601
30.286
26.771
10.317
25.482
41.308
19.397

12.443
12.530
40.463

4,731

8.888
24.699
26.709
16.741

3.275
10.296
10.143
16.938
45.901

4.670

9.629
19.151
20.372

6.742
16.325
14.076
30.649
12.947
25.690
36.022
11.255

7.954
10.792
33.384

6.901
14.420
13.274
18.565
15.960

6.472
10.563

7.896

9.674
31.774

4.619
10.482
11.317
20.083

9.882

5.818
17.963
22.181
28.710
11.632
25.586
38.665
15.326

5.548
134
3.806
3.061
3.051
1.923
2.121
295
6.274
2.481
3.089
1.991
2.464
9.101
4.987
4.880
25.171
9.228
15.799
2.723
6.161
11.239
9.363
3.445
3.414
1.440

3.584
10.985
12.822

2.666

2.466
13.232

2.293

3.104

2.089

1.648

501

3.784
12.923

2.544

1.568

4.489

6.304

5.786
3.532
3.501
1.628
5.123
42.688
107.312
2.705

4.566
5.560
8.314
2.864
2.758
7.577
2.207
1.699
4.181
2.065
1.795
2.888
7.694
5.823
3.277
4.685
15.738
9.228
10.793
3.127
4.831
6.433
7.243
23.067
55.363
2.072



74
75
76
77
78
79
80
8l
82
83
84
85
86
87
88
89
90

62.627
121.939
111.606

98.833

33.215

47.292

79.120

41.437
33.175
49.405
77.651
53.946
125.325
72.440
94.637
58.054

56.040
71.545
109.146
18.335
43.057
56.637
27.452

38.696
14.048
70.655

46.099
149.002
84.660
16.034
47.796

59.334
96.742
110.376
58.584
38.136
51.965
53.286

40.067
23.612
60.030
77.651
50.023
137.164
78.550
55.336
52.925

22.563
71.800
26.067
67.064
20.388
27.824
75.255

31.675
38.483
68.175
87.397
58.936
127.885
37.508
52.795
10.185

13.044
26.726
28.092
26.817
60.441
45.943
31.136

29.126
10.456
54.307

37.845
86.017
33.040

8.239
11.390

17.804
49.263
27.080
46.941
40.415
36.884
53.196

30.401
24.470
61.241
87.397
48.391
106.951
35.274
30.517
10.788

2.595
15.159
3.394
7.883
7.892
5.241
31.014
13.634
2.598
11.813
10.788
12.158
8.633
60.148
4.779
2.744
1.059
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10.523
8.534
6.330

656
7.307
7.311

16.335

2.688
3.803
3.209

7.725
27.645
5.006
1.900
1.946

6.559
11.847
4.862
4.270
7.600
6.276
23.675
13.634
2.643
7.808
6.999
12.158
8.179
43.897
4.893
2.322
1.503

3.807
18.971
8.013
3.667
6.312
2.209
35.700
3.646
7.456
15.162
9.048
20.599
12.270
75.930
13.060
7.233
3.712

9.151
32.005
47.709

701

6.321
23.275
12.680

8.623
4.821
5.118

15.591
23.752
6.818
1.036
3.703

6.479
25.488
27.861

2.184

6.317
12.742
24.190

3.646

8.040

9.991

7.083
20.599
13.930
49.841

9.939

4.134

3.707

474
2.138
8.412
4.221
2.211
9.027
3.084
2.584
6.088
6.102
2.999
5.532

10.310
1.760
3.363
4.176

678

2.509
1.207
262
3.386
6.410
4.016
17.859

51.911
6.600
3.529

5.558
6.753
5.540
1.891
1.063

1.491
1.672
4.337
3.803
4311
6.522
10.471
2.584
29.000
6.351
3.264
5.532
7.934
4.256
4.451
3.034
871
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