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RESUMO

Introdugao. O carcinoma de células escamosas (CCE) € o tipo de cancer que mais afeta a
cavidade oral, correspondendo a 90% das neoplasias orais. O cancer da cavidade oral e orofaringe
¢ um grande problema de satide publica mundial, principalmente em paises em desenvolvimento,
e com frequéncia é diagnosticado em estagios avancados, o que implica na diminuigdo de
sobrevida dos pacientes e dificulta as estratégias de tratamento. Apesar dos avangos tecnologicos
e cientificos dos ultimos anos, o cancer oral ainda ndo tem os seus mecanismos moleculares
completamente elucidados e nem marcadores que possam ser usados para um melhor manejo
clinico destes pacientes. Dentre as mudangas epigenéticas estudadas no cancer oral, destaca-se a
metilagdo de DNA em promotores de genes, além da metilacdo de histonas e os RNAs ndo
codantes. A metilagdo de histonas ¢ mediada por diversas familias de enzimas metiltransferases
(HMTases) e vem se mostrando como um importante mecanismo na regulagdo da transcrigdo
génica, em células saudaveis e em doengas como o cancer. A familia SETD de metiltransferases
desempenha um papel importante na manuteng@o da cromatina e na transcri¢do génica, embora o
seu papel na regulagdo das fungdes celulares normais e na carcinogénese ainda ndo tenha sido
completamente caracterizado. Objetivo. Analisar a expressdo dos genes da familia SETD de
metiltransferases de histonas no cancer oral, buscando identificar possiveis novos alvos
terapéuticos e potenciais marcadores diagnosticos e progndsticos. Métodos. Foi realizada Reagéo
de Polimerase em Cadeia (PCR) quantitativa em tempo real para avaliar a expressdo dos 10 genes
da familia SETD em linhagens celulares de cancer oral (SCC3, SCC9, SCC25 e Cal 27) e amostras
clinicas de pacientes, incluindo amostras tumorais e margens de tecido normal. Foi feita analise
de associagdo da expressdo génica com os dados clinicos dos pacientes, além de analises in Silico
utilizando as plataformas UALCAN (TCGA), Oncomine (Thermo Fischer) e The Human Protein
Atlas. Resultados. Dentre os 10 genes da familia SETD, o SETDS ¢ o SETMAR apresentaram-se
alterados para amostras tumorais orais. O SETDJ5 apresentou expressdo aumentada em tecidos
tumorais, quando comparados a tecidos normais, ¢ o gene SETMAR apresentou expressiao
diminuida em tecidos tumorais. Na analise de associagdo com os dados clinicos, os genes SETD4
e SETDS5 mostraram expressdo aumentada nos pacientes mais idosos. Na analise in silico, foram
encontradas as mesmas alteragdes de expressdo dos genes SETDS5 e SETMAR, confirmando os
resultados do presente estudo. Quanto as linhagens celulares, a expressdo dos 10 genes
apresentou-se muito heterogénea. Conclusdo: A alta expressao de SETDS5 no cancer oral, em
amostra de pacientes brasileiros, parece ter um papel oncogénico na carcinogénese, considerando
que este gene parece levar a desregulacdo da via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR. SETMAR, com
sua baixa expressdo no cancer oral pode desencadear uma instabilidade gendmica, parecendo

exercer papel de supressor tumoral. Até o momento, este € o primeiro trabalho a identificar



alteracdes da familia SETD no céancer oral e este entendimento pode contribuir para o

desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico, prognostico e tratamento.

Palavras-Chave: Cancer oral, familia SETD, expressdo génica, epigenética, metiltransferases de
histonas, PCR em tempo real, andlise in silico.



ABSTRACT

Introduction. Squamous cell carcinoma (SCC) is the type of cancer that most affects the
oral cavity, accounting for 90% of all oral neoplasms. Cancer of the oral cavity and oropharynx
is a major public health problem worldwide, especially in developing countries, and it is often
diagnosed in advanced stages, which implies a decrease in patient survival and makes treatment
more difficult. Despite the technological and scientific advances in recent years, oral cancer still
does not have its molecular mechanisms fully elucidated nor markers that can be used for better
clinical management of these patients. Among the epigenetic changes studied in oral cancer, DNA
methylation in gene promoters stands out, in addition to histone methylation and non-coding
RNAs. Histone methylation is mediated by several families of methyltransferase enzymes
(HMTases) and has been shown to be an important mechanism in the regulation of gene
transcription, in normality and in diseases such as cancer. The SETD family of methyltransferases
plays an important role in chromatin maintenance and gene transcription, although their role in
regulating cell functions in normality and in carcinogenesis has not yet been fully characterized.
Objective. To analyze the expression of the genes of the SETD family of histone
methyltransferases in oral cancer, aiming to identify possible new therapeutic targets and potential
diagnostic and prognostic markers. Methods. Real-time quantitative Polymerase Chain Reaction
(PCR) was performed to evaluate the expression of the 10 genes of SETD family in oral cancer
cell lines (SCC3, SCC9, SCC25, and Cal 27) and clinical samples from patients, including tumor
tissue and normal margins. Association analysis of gene expression with clinical data of patients
was carried out, in addition to in Silico analyses using the UALCAN (TCGA), Oncomine (Thermo
Fischer), and The Human Protein Atlas platforms. Results. Among the 10 genes of the SETD
family, SETDS5 and SETMAR were altered for oral tumor samples. SETDS5 showed increased
expression in tumor tissues when compared to normal tissues, and the SETMAR gene showed
decreased expression in tumor tissues. In the association analysis with clinical data, the SETD4
and SETDS5 genes showed increased expression in the older patients. In the in silico analyses, the
same expression alterations of the SETDS and SETMAR genes were found, confirming our results.
Considering the cell lines, the expression of the 10 genes was very heterogeneous. Conclusion:
The high expression of SETD3 in oral cancer, in a sample of Brazilian patients, seems to have an
oncogenic role in the carcinogenesis, considering that this gene seems to lead to dysregulation of
the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. SETMAR, with its low expression in oral cancer, might
trigger genomic instability and seems to have a tumor suppressor role. So far, this is the first study
to identify alterations in the SETD family in oral cancer and this understanding can contribute to

the development of new diagnostic, prognostic, and treatment strategies.
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1. INTRODUCAO
1.1 O Cancer de boca
1.1.1 Epidemiologia

O carcinoma de células escamosas (CCE) ¢ o tipo de cancer que mais afeta a cavidade oral,
correspondendo a 90% das neoplasias orais (1,2). O cancer da cavidade oral e orofaringe ¢ um
grande problema de satude publica mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, e com
frequéncia ¢ diagnosticado em estagios avancados, o que implica na diminui¢do de sobrevida dos
pacientes e dificulta as estratégias de tratamento. Os indices de desenvolvimento humano também
estao associados a incidéncia do cancer oral, e segundo os indices do Programa das Na¢des Unidas
para o desenvolvimento (PNUD), a taxa de mortalidade deste cancer ¢ maior nos paises em

desenvolvimento, devido as desigualdades sociais (3,4,5).

A definigdo de cancer de cabeca e pescogo € relacionada as bases anatomo-topograficas e tem
como finalidade a descri¢io de tumores malignos na regido superior do trato aerodigestivo que
inclui a cavidade oral, a orofaringe, a faringe ¢ a laringe. O cancer oral ¢ um destes subgrupos dos
carcinomas de cabega e pescoco, e ¢ uma neoplasia maligna que tem a sua origem nas mucosas
da boca e dos labios, base da lingua, lingua, regido sublingual, assoalho bucal, palato duro e mole,

regido alveolar, e trigono retromolar (Figura 1) (6,7).

Labio superior Gengiva
Dentes
superiores v
Palato duro 3
-
\ Uvula
Palato mole

Tonsila
Trigono

retromolar Mucosa oral

Lingua p. J
(2/3 frontais) -
2 - Assoalho da

boca

Figura 1: Representacéo esquematica dos subsitios da cavidade oral. Adaptado de Wong (8).

No triénio de 2020-2022, a cada ano no Brasil, a estimativa é de 15.190 novos casos de cancer
da cavidade oral, sendo 11.180 em homens e 4.010 em mulheres, apresentando um risco estimado

de 10,69 novos casos a cada 100 mil homens, ocupando assim a 5° posi¢do entre os canceres mais
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comuns, ¢ 3,71 para cada 100 mil mulheres, ocupando a 12 posi¢do dos canceres mais comuns
9.

Nos EUA, estimou-se para 2020 53.260 novos casos de cancer oral e faringe, com taxas de

incidéncia 2 vezes maior em homens e com 10.750 dbitos estimados (10).

Estdo associados a ocorréncia de cancer nos labios e cavidade oral, o uso excessivo de alcool
e de qualquer forma de uso do tabaco, doengas virais como o HPV, imunodeficiéncia, exposigéo
excessiva ao sol e condi¢des socioambientais (11). O alcool e o tabaco sdo considerados os
principais fatores de risco e estdo presentes em aproximadamente 90% dos casos, apresentando
efeito sinérgico. O tabaco é responsavel por milhdes de dbitos associados ao cancer, com estudos
que mostraram a relacdo das substancias encontradas no tabaco com o surgimento e
desenvolvimento de tumores na cavidade oral, causando mutagdes e comprometimento de

replicacdo do DNA (12,13).

No Brasil, ocorre uma maior incidéncia de cancer oral em pessoas com vulnerabilidade
socioecondmica, devido a ndo terem acesso aos servicos de saiide em sua totalidade, e a falta de
informacdo e conhecimento da populacdo sobre os fatores de risco da doenga (14,15). Sugere-se
que os profissionais de saude necessitam de melhor treinamento para o diagnostico precoce. Além
disso, ressalta-se que é necessario o melhoramento dos programas de satide visando a prevencao,
com mais investimento nos programas de educacdo em saude, mais ateng@o a satide priméria e
mais politicas publicas, todas essas medidas que ajudariam no diagnéstico precoce, prevencao e

reduco da mortalidade pelo cancer oral (16).

1.1.2 Diagnéstico e prognostico

Praticamente a metade dos casos de cancer oral tem o seu diagnostico realizado em estagios
avangados e, no entanto, o diagnostico precoce do cancer oral e de orofaringe (CCE) é essencial
para se ter um melhor progndstico, tratamentos menos agressivos e diminui¢do no niimero de

obitos (17,18).

Para se obter o diagnostico do cancer oral é necessaria uma bidpsia do tumor, realizada por
um cirurgido bucomaxilofacial, que fard o estadiamento pelo sistema TNM, que se baseia no
tamanho do tumor em centimetros (T), em linfonodos regionais afetados pelo tumor (N), e na
auséncia ou presenca de metastases (M). Essas caracteristicas podem ser observadas por imagens
de tomografia computadorizada, ressonincia magnética ou ultrassom, e diante disso, o
estadiamento TNM e o local da lesdo se torna de grande importancia na tomada de deciséo

multiprofissional para o tratamento do paciente (8,19).
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Para se obter um prognoéstico para o cancer oral e de orofaringe sdo utilizados alguns critérios
estabelecidos pelo sistema TNM, além da idade, género, grau histologico ¢ a expressdo dos
marcadores p16, pRb e Ki-67, que auxiliam no entendimento da progressdo do tumor (20). O
cancer oral ¢ mais predominante em homens, tem maior incidéncia na faixa de idade 50-60 anos,

apesar que nos ultimos anos a incidéncia em pacientes mais jovens vem aumentando (21).

A presenca do HPV vem sendo associada a progressdo do cancer oral, principalmente em
pacientes do sexo masculino e com idade abaixo de 45 anos, que ndo fazem uso do alcool e do

tabaco e estes pacientes tém mostrado melhor prognoéstico (22,23).

A American Joint Committee on Cancer (AJCC), em sua publicagdo mais recente de 2018,
na oitava edi¢do, mostra como importantes fatores para determinar o progndstico do carcinoma
espinocelular da cavidade oral, o critério de profundidade de invasdo (DOI) e o de extensdo
extranodal patolégica (pENE). Estudos mostram que o critério DOI associado com o tamanho do
tumor sdo uteis para defini¢do de prognostico, e que o critério pENE esta fortemente relacionado
a uma menor sobrevida dos pacientes com carcinoma espinocelular da cavidade oral (24,25,26).
O céncer oral apresenta uma taxa alta de recorréncia, além disso, apresenta com muita frequéncia
metastases linfonodais. Mesmo com todos os avangos na area de oncologia, o cancer oral ainda

apresenta um mau prognostico, com uma taxa de sobrevida de aproximadamente 5 anos (27).

Considerando esses desafios, os pesquisadores tém buscado biomarcadores para o cancer oral,
que possam ser detectados por meios ndo invasivos e indolores para os pacientes através de uma
associagdo clinica com dados moleculares, para um melhor entendimento da doenga que ajudara

no desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico, progndstico e tratamentos (28,29).

1.1.3  Patogénese do cancer

Cancer € um termo que abrange um conjunto de mais de 100 doengas diferentes, apresentando
como caracteristica principal o crescimento descontrolado e autonomo das células malignas, que
podem apresentar diferentes graus de diferenciagdo até a completa indiferenciacio celular. E uma
doenga que apresenta ampla complexidade, incluindo diferentes células do microambiente que

interagem entre si e com as células cancerigenas (30).

Varios estudos foram realizados ao longo de quase trés décadas de muitos avangos na
pesquisa do cancer (31,32,33,34,35,36,37,38), ¢ com o objetivo de simplificar e sintetizar estes
varios trabalhos, Hanahan e Weinberg publicaram no ano de 2000, um grande e importante
trabalho sobre a origem e a manuten¢do do cancer, denominado hallmarks do céancer. Este
trabalho apresenta seis caracteristicas biologicas que sdo adquiridas no desenvolvimento de

tumores malignos: 1) Manuteng@o da sinalizacdo proliferativa, desencadeando a proliferacéo
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continuada e desenfreada das células cancerigenas; 2) Inibig¢do de supressores de crescimento; 3)
Resisténcia a morte celular; 4) Imortalidade replicativa; 5) Indugdo da angiogénese; e 6) Ativagdo
de invasdo e metastase (39).

Ap6s a publicacdo do artigo em 2000, os estudos continuaram avangando sobre o cancer, e
em 2011, Hanahan e Weinberg publicaram outro trabalho adicionando mais duas novas
caracteristicas: 1) Reprogramagdo do metabolismo energético; e 2) Escape do sistema
imunoldgico. Além disso, eles sugeriram que a instabilidade gendmica, mutacao e a inflamagao

provocada pelo tumor sdo fatores que ajudam na definicdo das 8 caracteristicas do cancer (30)

(Figura 2).
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Figura 2: As capacidades adquiridas do cancer e os fatores facilitadores propostos por Hanahan e Weinberg, em 2011
(30).

Os fatores de risco e carcinogénicos envolvidos no cancer oral desencadeiam alteracoes
genéticas e epigenéticas que atuam promovendo o desenvolvimento do tumor e modificando os

seus processos celulares como apoptose e ciclo celular. Essas mudangas estdo associadas a
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mutagdes e mudancas na expressao de muitos genes, como o receptor do fator de crescimento
epidérmico EGFR, o TGF-p, os fatores de crescimento fibroblastico FGF-BP, MMKG®6, além dos
genes CDKN2A, TP53, SYNEI, NOTCHI1 e PIK3CA, entre outros (40,41).

No decorrer da progressdo do carcinoma de células escamosas oral (CCEO),
aproximadamente em 80% dos casos ocorre a inativagdo do gene 7P53. Mutagdes nos genes
CDKN2A4, CCNDI, PIK3CA, PTEN e HRAS estdo relacionadas a desordem do ciclo celular,

imortalidade e progressdo do carcinoma de células escamosas oral (42).

Estudos mostram que a inflamag@o, considerada uma caracteristica no decorrer da
carcinogénese, também esta presente no carcinoma de células escamosas orais e que alguns genes
ligados ao processo inflamatorio estdo associados & progresséo e iniciagdo deste cadncer, como a
citocina IL-6, que promove a iniciagcdo do tumor e desencadeia alteragdes epigenéticas como a
ativacdo de genes oncogénicos, além dos genes STATI, LYN, BNDF, C3, CD274, PDCDI, LG2

e CXCL10 que se mostram com expressao aumentada no cancer oral (43,44).

1.2 Metilacao de histonas

As diversas modificagdes genéticas e epigenéticas do cancer normalmente trabalham juntas
afetando multiplas vias celulares que estdo relacionadas com a carcinogénese e progressdo
tumoral, como o controle da proliferacao celular, os mecanismos de reparo do DNA e a apoptose

(45,46).

A epigenética consiste em alteragdes quimicas na cromatina que ndo envolvem uma mudanga
na sequéncia dos nucleotideos de DNA. As mais importantes sio metilagdo do DNA,
modifica¢Oes pos-traducionais das histonas (metilagdo, acetilagdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo e
sumoilagcdo) e os RNA ndo-codificantes (Figura 3). Estes mecanismos regulam a expressdo
génica, a manutenc¢do da transcricdo génica e o desenvolvimento de algumas doengas, como o
cancer. Por serem alteracdes reversiveis, 0s processos epigenéticos sdo alvos interessantes para o
desenvolvimento de novos métodos de tratamento e podem ser usados como biomarcadores

moleculares em diferentes tipos de cancer (47,48,49).
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Figura 3: Representagdo esquemdtica das diferentes camadas da regulacdo epigenética. “a- A cromatina dobrada ¢
considerada a primeira camada de regulagio da transcri¢do, quando os nucleossomos sdo montados e formam as fibras.
b- Os dominios de associagdo TADs sao regides gendmicas consideradas unidades regulatorias e estruturais definidas.
c- Ligacgdo de remodeladores de cromatina dependentes de ATP expdem locais para regulagio da transcri¢@o. d- Caudas
de histonas submetidas a diferentes modificagdes covalentes principalmente em seus residuos de lisina. Enzimas
conhecidas como “escritoras” (metiltransferases e acetiltrasferases), enquanto “apagadores” (Desmetilases e
desacetilases) as removem. e- Varias proteinas e complexos de proteinas estdo envolvidos no estabelecimento de
marcas de histonas bivalentes. f- Os IncRNAs ajustam a expressao génica de varias maneiras, como guiando proteinas
para um local especifico no genoma ou atuando como um andaime para outros componentes regulatorios. g- DNA
metiltransferases, tais como Dnmt1, Dnmt3a e Dnmt3b adicionam ou mantem grupos metil em residuos de citosina (5-
metilcitosina), enquanto membros da familia de translocagdo dez-onze (Tet) catalisam a oxidagdo de 5-metilcitosina
em 5-hidroximetilcitosina, que pode entdo ser posteriormente convertida em outros intermediarios ou removida para
desmetilar o DNA” (50).

Nas células de seres eucariontes 0 DNA fica bem compactado em forma de cromatina e suas
unidades funcionais sdo denominadas de nucleossomos. Estes sdo compostos por um octamero
com quatro histonas (H3, H4, H2A e H2B), que estdo envolvidas por 147 pares de bases de DNA
(Figura 4). A histona Hl ¢é denominada histona ligante e tem a capacidade de ligar os
nucleossomos com o DNA. A transcri¢do génica esta associada as modificagdes de histonas e as
enzimas que tém papel na compactagdo da cromatina. Quando ocorre a desregulacdo destes

componentes, altera-se a expressao génica, o que é regularmente observado no cancer (51,52).
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Figura 4: Modelo esquematico da organizagdo estrutural do nucleossomo: Representado por H3, H4, H2A, H2B e H1.
Em preto tem-se o DNA (53).

Dentre as mudancgas epigenéticas mais estudadas no cancer oral, destaca-se a metilagdo de
DNA em promotores de genes, como o TFP12, SOX17 e GATA4, PI4ARF e LATS2, que se
encontram hipermetilados. A supressdo destes genes por metilagdo do DNA e por modificagdes
das proteinas histonas alteram varios processos celulares facilitando a carcinogénese, o que indica

que esses genes podem desempenhar um papel de supressores tumorais (54,55).

A metilagdo de histonas ¢ mediada por diversas familias de enzimas metiltransferases
(HMTases) e vem se mostrando como um importante mecanismo na regulacdo da transcrigdo
génica, nas células saudaveis e em doengas como o cancer (56,57). As principais alteracdes que
podem acontecer em relacdo a metilagdo de histonas no cancer sdo a perda ou ganho de fungao
dos genes envolvidos, ocasionados por hipermetilagdo do promotor destes genes, translocacéo
cromossOmica e mutacdo nos genes que codificam as histonas ou as enzimas modificadoras de
histonas, além de outras alteragcdes nas proteinas associadas a cromatina (58). Atualmente sdo
utilizados modelos genéticos, como por exemplo, silenciamento em modelo animal e estudos
farmacologicos utilizando inibidores moleculares, mostrando a importancia da metilagdo de
histonas no desenvolvimento de células embrionarias e na carcinogénese. A metilagdo de histonas
controla a expressao génica, o splicing de RNA e os processos de dano e reparo no DNA, e caso
desregulada pode desencadear a oncogénese. Portanto, a metilagao nas histonas vem se mostrando

como um alvo terap€utico interessante em algumas doengas, incluindo o cancer (58,59).

Metiltransferases proteicas sdo enzimas que transferem grupos metil (CHs) da S-adenosil
metionina (SAM) para residuos de arginina ou lisina no lado nucleofilico da cadeia de proteinas.
A metilagdo pode tanto compactar a cromatina, impedindo a transcri¢do, quanto pode
descompacta-la, permitindo a atividade génica. O dominio SET estd presente em familias de
proteinas que metilam residuos de lisinas em histonas. Originalmente este dominio foi
identificado como um dominio compartilhado por trés proteinas de Drosophila melanogaster

envolvidas em processos epigenéticos: supressor de variegacdo [suppressor of variegation -
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Su(var)3-9 -, em inglés], potenciador de zeste [enhancer of zeste - E(z) -, em inglés] e tritorax
(trithorax, em inglés) — formando com as iniciais dessas proteinas o acronimo SET. Assim, tal
dominio catalisa a adicdo de grupos metil a residuos de aminoacidos (60,61). Todas as
metiltransferases de lisinas de histona (KMTases), com uma exce¢do, catalisam a transferéncia
do grupo metil por meio deste dominio conservado de aminoacidos SET. Nos seres humanos a
metilacdo ocorre na histona H3: H3K4, H3K27, H3K36 ¢ H3K79, ¢ na histona 4: H4K20 (58). A
metilacdo em residuos de lisina distintos nas histonas esta relacionada a estados distintos de
expressdo. A metilacdo das lisinas H3K9, H3K27 e H4K20 leva ao silenciamento génico enquanto

a metilagdo de H3K4, H3K36 ou H3K79 leva a transcrigdo génica (62,63).

A classe de HMTases SET ¢€ capaz de mono, di, ou trimetilar residuos de lisina nas histonas.
Inicialmente, pensou-se que sua atividade catalitica era especifica para as lisinas, sendo
promovida pela presenca do dominio conservado SET nessas proteinas. Porém, observou-se que
a maioria das proteinas contendo dominio SET nem sempre atua com atividade de
metiltransferases em histonas, desempenhando também fung¢des essenciais em substratos néo
histonas. Alguns exemplos sdo a metilagdo de SOX2, p53, HIF-1a e b-catenina por SETD7, com
fungdes na regulagdo e estabilidade do genoma e atividades de localizagdo subcelular. Outras
metiltransferases como EZH2, G9a, SMYD2 ¢ SMYD3 também apresentam a capacidade de
metilar proteinas ndo histonas, e dentre estas, algumas agem em fatores de transcrigdo,

supressores tumorais e vias de sinalizac¢do diversas.

As alteragdes provocadas pela metilagdo e outras modifica¢des das histonas estdo ligadas com
a biologia de lesdes cancerigenas, sendo que as modificacdes das histonas tém alta complexidade
e atuam na regulagdo da transcri¢do génica, processo conhecido como “cédigo das histonas”.
Portanto, elucidar esses processos que envolvem as modificagdes das histonas nos permitira
entender melhor como os genes sdo expressos em pessoas saudaveis e doentes, como por

exemplo, em pacientes com cancer (57,64,65).

Em relacdo a epigenética, no CCEO ocorre um alto nivel de H3K27me3 que tem papel na
progressdo tumoral e influéncia na sobrevida livre da doenga. Também foi observada H3K4me3
com niveis diminuidos e H3K4me2 com niveis elevados. Ademais, foi relatado que as
modifica¢des das histonas t€m relacdo com a familia Polycomb-group (PcG) que atua na
remodelagdo da cromatina e regulacdo da transcrig¢do, e o gene EZH?2 que faz parte desta familia,
foi observado com expressdo aumentada em linhagens celulares de CCEO quando comparado
com linhagens celulares normais. Por fim, também foi observada uma alta expressdo do gene
SUV39H1, que juntamente com o aumento de FZH?2 estdo associados a uma menor sobrevida,
mostrando potencial para serem usados como marcadores progndsticos no carcinoma de células
escamosas oral (66). Porém, ainda € necessario um maior entendimento do papel das

metiltransferases de histonas na patogénese do cancer oral.
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A familia SETD de metiltransferases desempenha um papel importante na manutengio da

cromatina e na transcri¢ao génica, embora o seu papel na regulacdo das func¢des celulares normais

e na carcinogénese ainda ndo tenha sido completamente caraterizado. Os 10 genes que constituem
a familia SETD que codificam proteinas com dominio SET, sdo: SETDIA, SETDIB, SETD2,
SETD3, SETD4, SETDS,

SETD6, SETD7, SETDS8 e SETMAR. Estudos tém mostrado

desregulacdo desses genes nos canceres de prostata, adenocarcinoma ductal pancreatico, cancer

de mama e cancer de pulmao (64,67). O quadro 1 traz de forma resumida os 10 genes da familia

SETD, com suas localizagdes cromossomicas, agdes enzimaticas conhecidas, provavel funcio,

alguns alvos e mecanismos conhecidos, as alteragdes encontradas em alguns canceres e as

referéncias.

Quadro 1 — Perfil dos genes da familia SETD.

GENE LOCALIZA ACAO PROVAVEL ALVOS E ALTERACOES NO CANCER REFERENCIAS
CAO ENZIMATIC FUNCAO MECANISMOS
CROMOSSO A
MICA
SETDIA lépll.2 H3K4mel,2,3 Gene Oncogénico. | Regula FOXM, |Expressio de mRNA aumentada no cancer de 68,69,70
miR205, ZEB1, |prostata, carcinoma hepatocelular e no cancer de
Modula Ki67, HIF1 pulmao.
proliferagao, (promovendo
invaséo e glicdlise).
migragao celular.
SETDIB |12q24.31 H3K4me3 Gene  Supressor | Interage com p53. [Mutagdes somaticas e expressio de proteina 71,72
Tumoral. [diminuida em pacientes com cancer neuroendocrino|

Regula transcri¢do
génica.
Remodelagao da
cromatina.

E regulado pelo
gene ZEB1.

hepatico primario.

Expressio de mRNA aumentada em céncer

colorretal.
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SETD2 3p21.31 H3K36mel,2,3 | Gene  Supressor | Via de sinalizagdo [Expressdo de mRNA perdida no cancer de mama e de 73,74,75
Tumoral. MAPK, PI3K-Akt, |orofaringe.
Associado ao | Ras, Rapl, HIFI,
prognostico. Wnt, AMPK, Fox0, Mutagio e perda da fungdo nos canceres: renal,
ErbB, P53, JAK- |gastrointestinal, pulmonar e pancreatico.
STAT.
SETD3 14q32.2 H3K4, H3K36 |Gene Oncogénico [Regulagdo do ciclo|Expressdo de mRNA aumentada no cancer renal e de| 76,717,718
no cancer renal e [celular, da apoptose,jmama, porém, no cancer de mama sua alta expressao|
cancer de mama. |e danos no DNA. [estd associado a melhor sobrevida do paciente.
Supressor Tumoral |Interage e ativa o[No cancer de colon apresenta-se com expressdo de|
no cancer de colon. [gene 7P53. mRNA diminuida.
Possivel marcador [Regula o gene /-
no diagnostico do [4ctina, metilal
cancer renal e |[FOXMI.
subtipos
especificos de
cancer de mama.
SETD4 21q22.13 H4K20me3 Gene Oncogénico |Fusdo oncogénicalExclusdo de SETD4 em camundongos aumenta a 79,80,81
com TMPRSS2 nojsobrevivéncia nos linfomas T induzidos por radiagdo.
Regulagdo da |cancer de prostata,
estrutura da [FTCD em(Expressdo elevada em células tronco quiescentes def
cromatina, carcinoma  ductallcancer de mama.
expressdo génica, [invasivo,
catalisando a [KIAA1958 em
metilagdo de [cancer de ovirio e
proteinas histonas [B4Galt6 em céncer|
e com papel na|escamoso do
proliferagdo pulmao.
celular.
|Auxilia na formagao
da heterocromatina|
na via de catélise]
H3K20me3.
E importante nal
quiescéncia em|
células tronco
cancerigenas.
SETDS5 3p25.3 H3k36me3 Gene Oncogénico |Associagdo com|Expressdo aumentada de mRNA e proteina em) 82,83
KRAS, regula¢do dafadenocarcinoma ductal pancreatico, levando 3
cromatina, regulajresisténcia a terapia.
via de sinaliza¢do
MAPK, GSTTI elAlta taxa de mutagdo, e superexpressdo génica parece]
PDK4. associada ao céncer colorretal acompanhando cancer
lgastrico
SETD6 16921 H2AKS, Gene Oncogénico. |Associagdo com|Apresenta expressdo aumentada em cancer de mama. 84,85
VIM, que regula
H3K14mel, Progressdo do |doengas
H4K5, H4K12, | cancer, migragdo, [mesenquimais  de]
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H4K16 e | adesdo ¢ [transi¢do.
H4K31 sinalizagdo celular
e metastase. Interage e metila o
gene PAK4 e ativa a
'via Wnt/ B-catenina,
inibindo a adesio|
celular.
|Aumentagao aj
migragao celular.
SETD7 4q28 H3K4mel Gene  Supressor |Interage com o genel[Expressdo de mRNA diminuida no cancer de bexiga. 86,87
Tumoral. No |KLF4.
cancer de bexiga [Expressdo de mRNA aumentada no adenocarcinomal
inibe  progressio [E regulado por miR-|de pulmo.
da  doenga e (641.
metastase.
Regula o IncRNA|
Gene Oncogénico [LINCO01194.
no
adenocarcinoma
de pulmao,
propiciando a
proliferagao,
migragdo e invasao
do tumor.
SETDS 12q24.31 H4K20mel Gene Oncogénico. |Inibe  p53  por|Expressdo elevada de mRNA e proteina no carcinoma 88,89,90
metilagdo no cancerjseroso de ovario de alto grau.
Aumenta a |de ovario.
proliferagdo IExpressdo aumentada de mRNA no adenocarcinoma|
celular e inibe a|lnibe a via depancreatico.
apoptose. sinalizagdo P-
[ERK1/2 devido aExpressio aumentada de mRNA no cancer de]
Promove metilagdo ejpulmao.
proliferagio  no [supressdo do|
cancer de [promotor de|
pancreas, além de [DUSP10.
regular a
transcrigao génica,
progressao do
ciclo celular e
manutengdo do
genoma e interagir
com STAT3.
Progressdo e ciclo
celular, replicagdo
e reparo do DNA
no cancer de
pulmaio.
SETMAR | 3p26.1 H3K4me2, Gene Oncogénico [Regulagdo e reparo|Expressdo elevada de mRNA no glioblastoma, onde] 91,92
H3K27me3, no Glioblastoma. [de  jungdo dejo knockdown genético gera senescéncia irreversivell
H3K36me2 extremidade ndolem células resistentes a radiacdo, evitando a

Gene  Supressor
Tumoral no cancer
de bexiga.

Reparo de DNA,
induz apoptose e
suprime a
metastase no
cancer de bexiga

lhomologa (NHEJ).
E  regulado pelo]
gene NONO.

recorréncia do glioblastoma.

|Apresenta expressao de mRNA diminuida no cancer|
de bexiga.

2. JUSTIFICATIVA
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Apesar dos avangos na area de oncologia, a incidéncia e prevaléncia do cancer oral continuam
elevadas e com uma taxa de sobrevida de 5 anos. Nos ultimos anos, nido teve uma melhora
significativa nestas taxas, devido ao diagndstico em estagios avancados, o que leva a um

prognostico desfavoravel e dificulta o tratamento.

Ainda ndo foi possivel definir marcadores moleculares para o cancer oral, que possibilitem
prever o comportamento de uma lesdo maligna ou detectar precocemente uma lesdo com potencial
de malignizag8o ou a resposta de um tumor a determinada terapia. Como o uso de biomarcadores
pode ser uma ferramenta 0til no manejo clinico dos pacientes com cancer oral, esta é uma area de

pesquisa que tem recebido muita aten¢do

Considerando a evidéncia da expressdo desregulada de enzimas metiltransferases de histona
em diversos tipos de cancer, espera-se com este estudo encontrar modificagdes no padriao de
expressao das metiltransferases proteicas SETD, que ainda ndo foram descritas no cancer oral. O
achado de novas alteragdes possibilitara a avaliagdo de uma eventual importancia na determinagao
diagnostica, progndstica ou terapéutica dos pacientes, bem como na propria patogénese do cancer
oral, podendo levar ao desenvolvimento de estratégias inovadoras para o manejo clinico destes

pacientes.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a expressdo dos genes da familia SETD de metiltransferases de histonas no cancer
oral, buscando identificar possiveis novos alvos terapéuticos e potenciais marcadores
diagnoésticos e prognosticos.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil de expressdo dos 10 genes da familia SETD em amostras tumorais

cirargicas frescas de pacientes com cancer oral, comparando-as com amostras de tecido

adjacente normal;

e Determinar o perfil de expressdo dos 10 genes da familia SETD em linhagens celulares

de cancer oral e comparar com a expressdo das amostras dos pacientes com cancer oral.

e Correlacionar o perfil de expressdo génica com caracteristicas especificas dos pacientes,
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como: idade, recidivas, metastases e estadiamento do tumor;

e Determinar por andlise in silico o perfil de expressdo dos 10 genes e proteinas da familia

SETD em dados disponiveis em plataformas online.

4. SUJEITOS E METODOS

4.1 Sujeitos

Foram utilizadas 87 amostras cirurgicas frescas do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP), seguindo os padrdes éticos e de acordo com a
aprovagdo do CEP local, sob o numero de registro 9371/2003.

Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade

de Ciéncias da Saude da UnB para apreciagdo e aprovado sob o niimero de registro 24/12.

4.2 Métodos

4.2.1 Cultivo celular

As linhagens celulares de carcinoma oral SCC3, SCC9, SCC25 e Cal27 e a linhagem
celular de queratinocitos normais humanos Hacat foram cultivadas no meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium — Sigma) suplementado com soro fetal bovino 10% e
penicilina e estreptomicina (1%). Todas as linhagens foram mantidas na estufa umidificada com
CO2 a 5% e temperatura de 37°C. As caracteristicas biologicas dessas linhagens celulares estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas biologicas das linhagens celulares (93).

LINHAGENS CARACTERISTICAS CLINICAS OBSERVACOES
Sitio Idade Sexo Estadio
TNM
SCC3 Metastase 64 M - Obtida do Japan Health Science
Linfonodal Research Resources Bank (Toquio). O

tumor primario era na lingua, com
metastase linfonodal. Tratava-se de um
CCE moderadamente diferenciado.

SCCY Lingua 25 M T2N1 O paciente que deu origem a essa
linhagem néo realizou tratamento
previamente a biopsia (NRT).
Comparada a SCC25, SCC4 e Cal27,
essa linhagem demonstrou maior
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resisténcia a cisplatina. Morfologia de
célula epitelial; fracas colonias.

SCC25 Lingua 70 M TINIMO NRT. Comparada a SCC15, essa
linhagem possui um maior potencial de
invasdo. Morfologia de células epiteliais;
coldnias densas.

CAL27 Lingua 56 M - NRT, isolada de paciente com CCE
pobremente e/ou nio diferenciado

HACAT Pele - - - Human adult low calcium high
temperature cells (HaCaT) é uma
linhagem celular de queratinocitos
aneuploides imortais, espontaneamente
transformados, derivada de pele de
adulto humano que possui
caracteristicas de queratinocitos da
epiderme basal. E uma linhagem
atualmente utilizada como controle ndo
tumoral.

4.2.2 Extracio do RNA total e sintese de DNA complementar

As amostras clinicas de pacientes foram maceradas com o auxilio do equipamento ULTRA-
TURRAX® modelo T10B (IKA — EUA). Apds a maceragdo completa da amostra, foi feita a
extracdo de RNA total utilizando o kit AllPrep DNA/RNA (Qiagen), conforme orientagdes do
fabricante. A extracdo de RNA total das linhagens celulares foi feita com o reagente Trizol

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo o protocolo do fabricante.

A quantificagdo e o grau de pureza dos RNAs extraidos foram determinados por
espectrometria, utilizando-se o aparelho NanoVue Plus™ (GE Healthcare - Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido) com o intuito de, posteriormente, garantir qualidade da amostra
para uma sintese eficiente de DNA complementar. A quantificaggo foi realizada no comprimento

de onda de 260nm e expressa em pg/pL.

A transcrigdo reversa do RNA para sintese do cDNA foi realizada utilizando 1pg de cada
RNA, tratado com DNAse I (Sigma-Aldrich - St. Louis, MO, EUA), de acordo com protocolo do
fabricante, a fim de eliminar qualquer residuo de DNA gendmico. Imediatamente apds este
tratamento, o RNA foi utilizado para sintese de cDNA com o kit The High Capacity ¢cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems - Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA),

seguindo o protocolo do fabricante.

4.2.3 PCR quantitativa em tempo real
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Para a analise da expressdo dos genes SETDI1A, SETDI1B, SETD2, SETD3, SETD4, SETDS,
SETD6, SETD7, SETD8 ¢ SETMAR, o cDNA das amostras foi submetido a técnica de PCR
quantitativa em tempo real (QPCR).

Os ensaios (iniciadores e sondas) utilizados para tais genes e para o gene constitutivo f-
actina sdo ensaios inventoriados com o sistema Tagman® (Applied Biosystems - Life
Technologies - Carlsbad, CA, EUA) (Quadro 2) e foram testados e padronizados, usando-se o
termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems - Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA).

O gene endogeno f-actina foi usado para a normalizagdo das amostras.

Quadro 2. Ensaios para analise da expressdo génica por qPCR.

Gene Ensaio

SETDIA Hs00322315 ml
SETDIB Hs00902716_ml
SETD?2 Hs01014784 ml
SETD3 Hs01119427 ml
SETD4 Hs00213731 ml
SETDS5 Hs00216962 m1
SETD6 Hs00227507_ml1
SETD7 Hs00363902_m1
SETDS Hs00360662 m1
SETMAR Hs00538177 ml
p-actina Hs99999903 ml

Para cada reacdo de qPCR em tempo real, utilizou-se 2,5uL. de agua ultrapura, Syl de
MasterMix Universal Tagman® (Applied Biosystems - Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA),
0,5uL. do ensaio (iniciadores e sonda) (Applied Biosystems - Life Technologies - Carlsbad, CA,
EUA) e 2uLlL de amostra de cDNA, totalizando 10uL de volume final. As reagdes foram realizadas
em placas de 96 pocos (Applied Biosystems - Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA), em
duplicata para cada amostra. As condi¢des foram: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C; 40 ciclos

de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.

Para fazer as analises utilizando os dados brutos da qPCR em tempo real, os dados gerados
pelo equipamento foram organizados em uma tabela utilizando o programa Excel, com o objetivo
de determinar o0 AACq conforme o modelo matematico de Pfaffl (2001) (94), sendo que o Cq
(Quantification Cycle) representa o ciclo da reagdo de PCR em que a amplificagdo do produto
estd na fase exponencial. A média dos Cqs para os genes SETD de cada amostra, tumorais ¢
normais, foi calculada e normalizada por subtracdo do valor da média dos Cgs para o gene
endogeno (S-actina) co-amplificado, gerando o valor de ACq (Cq gene de interesse — Cq gene
enddgeno). O ACq de cada amostra foi subtraido do ACq das medianas das amostras normais

(referéncia normal), gerando o valor de AACq. A quantidade do gene-alvo, normalizada com um
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gene endogeno e relativa ao calibrador (referéncia normal) foi convertida em quantificagéo

relativa (QR) pela formula 2-44¢4,

4.2.4 Analise in Silico

Todas as plataformas de acesso livre aqui descritas foram utilizadas para explorar dados
online para comparar com os resultados deste estudo. Foi realizada a pesquisa apenas dos genes

que apresentaram alguma alteracdo de expressdo em algum contexto clinico deste estudo.

A plataforma The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org), € uma base de dados

de acesso livre utilizada para encontrar, dentre outras informagdes, identificacdo da localizagao
subcelular da proteina e o perfil de expressdo de proteinas pela técnica de imuno-histoquimica,

dentre variados tecidos humanos normais e de cincer.

Também foi acessada a plataforma UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/index.html), um

recurso interativo que facilita a consulta e anélise de diversos dados brutos disponibilizados no
The Cancer Genoma Atlas (TCGA). Esta plataforma usa dados de 31 tipos de cancer oriundos de
experimentos de RNA-seq, auxiliando analisar a expressdo relativa de um gene em amostras
normais e tumorais, em diferentes subgrupos do tumor, associados aos estagios do cancer e
caracteristicas clinicas, além de avaliar o efeito da expressdo génica e caracteristicas clinico-

patologicas dos pacientes na sobrevida (95).

Foi acessada a plataforma Oncomine (https://www.oncomine.org), da Thermo Fisher

Scientific, Ann Arbor, MI, EUA, que utiliza dados de expressdo gé€nica de microarranjo. Para o
acesso dos dados, foram utilizados os seguintes parametros de pesquisa: “SETDS5” e “SETMAR”
(gene), “cancer vs. normal analysis” (para tipo de analise) e “Head and Neck Cancer” (tipo de

cancer), “mRNA” (Tipo de Dado).

4.2.5 Analise estatistica

Para a analise de dados da quantificagao relativa (QR), quanto a distribui¢do normal utilizou-
se o teste Shapiro-Wilk, e apos realizou-se o teste estatistico de Mann-Whitney para amostras ndo
paramétricas e independentes (amostras normais x tumorais). Tanto para a analise estatistica como
para a criacdo dos graficos foi utilizado o programa GraphPad Prism® versio 8.0.2,

considerando-se o resultado do teste estatisticamente significativo quando o valor de p<0,05.
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4.2.5.1 Associa¢iio entre a expressio génica e os dados clinicos dos pacientes

Foi realizada a associag@o dos dados clinicos dos pacientes com o resultado da expresséo
génica. Os dados clinicos foram obtidos dos prontuarios de cada paciente apds a coleta das
amostras. Dados como: idade, género, tratamento, estagio da doenga, localizacdo anatomica e
presenca ou auséncia de recidiva e metastase do tumor, foram associados com o nivel de
expressao dos genes para cada paciente analisado. Foi usado o teste estatistico de Mann-Whitney

para amostras ndo paramétricas e independentes (amostras tumorais).

4.2.5.2 Correlagao entre expressao génica

Foi realizada a correlacdo da expressdo dos genes SETD4 e SETDS5, pois ambos se
apresentaram com a expressdo aumentada nos pacientes acima de 60 anos. Foi usado o teste
estatistico de Correlag@o de Spearman para amostras nao paramétricas e independentes (amostras

tumorais).

5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes

Inicialmente foram coletadas 42 amostras de cancer de boca e 45 amostras normais de
pacientes diferentes, totalizando 87 amostras. Porém foram excluidas 36 amostras normais, € o0s
principais motivos foram: quantidade insuficiente de RNA e/ou a ndo expressdo do gene
endogeno (f -actina) no ensaio de expressdo génica, o que indica possivel degradagdo das
amostras.

As informagdes com as caracteristicas clinicas e patologicas dos participantes do estudo,
incluindo género, idade, tratamento, estdgio da doenca, localizagcdo anatdmica e presenga ou
auséncia de recidiva e metastase do tumor estdo resumidas na tabela 3.

A idade média dos pacientes foi de 55 anos, com o paciente mais novo apresentando 36 anos
e 0 mais idoso 83 anos. A maioria dos pacientes era homem (N=38), ¢ apenas 4 eram mulheres.
Com base nos prontudrios, observou-se que 18 pacientes realizaram a cirurgia e a radioterapia,
15 pacientes fizeram apenas a cirurgia e 9 pacientes realizaram a cirurgia, a radioterapia ¢ a
quimioterapia. Em relagdo ao estadiamento do tumor, os estdgios Il e IV foram os mais
representativos, com 26,19% e 23,8%, respectivamente, ¢ com 14 pacientes sem dados
disponiveis. Quanto a localizagdo anatomica do tumor, o assoalho da boca ¢ a lingua foram as

areas mais representativas, correspondendo a 45,23% e 40,47%, respectivamente. Analisando
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presenca e auséncia de recidiva, observou-se que 20 pacientes apresentaram recidiva, 16 pacientes
ndo tiveram recidiva e 6 pacientes perderam o acompanhamento. Também analisou-se a presenca
e auséncia de metastase, com 20 pacientes com a presenga de metastase, 16 pacientes com

auséncia de metastase e 6 pacientes que perderam o acompanhamento (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas clinico-patologicas dos 42 pacientes com cancer oral.

Variaveis Classificacio N° de Pacientes Porcentagem (%)
Género Masculino 38 86,36
Feminino 4 13,64
Idade
Média 55
Faixa 36-83
36 a 46 anos 7 16,66
47 a 57 anos 20 47,61
58 a 68 anos 11 26,19
69 a 79 anos 3 7,14
80 a 83 anos 1 2,38
Tratamento Somente cirurgia 15 35,71
Cirurgia e radioterapia 18 42,85
Cirurgia, radioterapia e quimioterapia 9 21,42
_Estagio da Doenca  Estigio I 5 11,9
Estagio 1T 11 26,1
Estagio III 2 4,7
Estagio IV 10 23,8
N/A* 14 33,3
Localizacio Assoalho da boca 19 45,23
Lingua 17 40,47
Gengiva 3 7,14
Outros 3 7,14
Recidiva Sim 20 47,61
Nio 16 38,09
N/A* 6 14,28
Metastase Sim 20 47,61
Nio 16 38,09
N/A* 6 14,28
*N/A, Ndo Avaliado

5.2 Expressao relativa dos genes da familia SE7TD em linhagens celulares de cancer oral

Foi avaliada a expressdo dos 10 genes da familia SETD nas seguintes linhagens celulares
humanas: Hacat (células de queratindcitos normais) e em 4 linhagens de cancer oral, SCC3,
SCC9, SCC25 e Cal27. As caracteristicas biologicas dessas linhagens celulares estdo descritas na
Tabela 1. Observou-se que todos os genes estavam expressos em todas as linhagens, porém

mostrando um perfil de expressao génica bastante heterogéneo.
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Para os genes SETDIA, SETDIB e SETD2, as linhagens SCC3 e SCC9 apresentaram

expressdo génica diminuida em comparagdo ao queratinocito normal (Hacat), e as linhagens

SCC25 e Cal27 apresentaram expressdo aumentada em comparacdo com a Hacat (Figura 5).
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Figura 5: Analise da familia SETD, utilizando qPCR em 4 diferentes linhagens de células de cancer oral,

comparando com a expressao de Hacat (Controle) (Média das replicatas e desvio padrao).

Para o gene SETD3, as linhagens SCC3, SCC9 e CAL27 apresentaram expressao génica

diminuida em comparagéo ao queratinocito normal (Hacat), no entanto SCC25 apresentou maior

expressdao em comparagdo com a Hacat. Para o gene SETD4, as linhagens celulares SCC3, SCC9

e SCC25 estavam com expressdo diminuida e a CAL27 ndo apresentou diferenca de expressdo.

Os genes SETDS5 e SETD6 apresentaram expressdo diminuida nas linhagens SCC3 e SCC9 e
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expressdao aumentada em SCC25 e CAL27. SETD7 apresentou expressdo diminuida na linhagem
SCC3 e expressdo aumentada nas linhagens SCC9, SCC25 e CAL27. SETDS apresentou
expressdao diminuida nas linhagens SCC3 e SCC9, e nas linhagens SCC25 e CAL27 apresentou-
se com expressdo aumentada. O gene SETMAR apresentou-se com expressdo diminuida em todas

as linhagens de cancer oral quando comparada com a linhagem Hacat (Figura 5).

5.3 Expressao relativa dos genes da familia SE7TD em amostras de tecidos tumorais de

pacientes com cancer oral comparada com amostras de tecidos normais

Com o intuito de avaliar a expressdo dos 10 genes da familia SETD em pacientes com cancer
oral, a quantificagdo relativa dos genes foi analisada em 9 amostras normais e em 42 amostras
tumorais. Observou-se que dos 10 genes analisados, os genes SETDS5 e SETMAR apresentaram-
se alterados. O gene SETDS apresentou a quantificaco relativa aumentada nas amostras tumorais
quando comparada as amostras normais. O gene SETMAR apresentou a quantificacdo relativa

diminuida nas amostras tumorais quando comparada as normais (Figuras 6 7).
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Figura 6: Expressao de SETDS5 entre tecido normal e tumoral. Os intervalos estdo representados pela mediana com
seus respectivos intervalos interquartilicos. Teste de Mann-Whitney, p=0,0028.
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p= 0,0001

Figura 7: Expressdo de SETMAR entre tecido normal e tumoral. Os intervalos estdo representados pela mediana com
seus respectivos intervalos interquartilicos. Teste de Mann-Whitney, p=0,0001.

Os genes SETDIA, SETDIB, SETD2, SETD3, SETD4, SETD6, SETD7 e SETDS ndo

apresentaram expressdo com diferencas significativas entre as amostras tumorais e normais

(Figura 8).
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Figura 8: Expressdo de SETDIA, SETDI1B, SETD2, SETD3, SETD4, SETD6, SETD7 e SETDS entre tecido normal e
tumoral. Os intervalos estdo representados pela mediana com seus respectivos intervalos interquartilicos. Teste de

Mann-Whitney.

5.4 Expressao génica associada aos dados clinicos dos pacientes

54.1 Idade

5.4.1.1 SETD4 e SETD5 hiperexpressos em tumores de pacientes com idade acima de

60 anos

As amostras tumorais foram estratificadas em dois grupos, pacientes de até 60 anos e os acima

de 60 anos, baseado em estudos que relatam que no cancer oral a idade média para o diagndstico

¢ acima de 60 anos (104). Analisou-se a expressdo génica da familia SETD comparando esses

dois grupos. Observou-se que existe uma diferenca de expressao para os genes SETD4 e SETDS,

ambos com expressdo aumentada nos pacientes acima de 60 anos quando comparados com

pacientes de até 60 anos (Figuras 9 e10).
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Figura 9: Expressdo de SETD4 associada a idade dos pacientes, (N=31) pacientes até 60 anos, (N=11) pacientes acima
de 60 anos. Os intervalos estdo representados pela mediana com seus respectivos intervalos interquartilicos. Teste de
Mann-Whitney, p=0,0381.
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Figura 10: Expressdo de SETDS5 associada a idade dos pacientes, (N= 31) pacientes até 60 anos, (N=11) pacientes
acima de 60 anos. Os intervalos estdo representados pela mediana com seus respectivos intervalos interquartilicos.
Teste de Mann-Whitney, p=0,0205.
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Em relacdo aos outros genes da familia SETD, nao foram encontrados resultados
estatisticamente significativos na comparacdo de idade dos pacientes de até 60 anos e os acima

de 60 anos.

5.4.1.2 Correlacio de expressao dos genes SETD4 e SETDS5 em tumores de pacientes

com idade acima de 60 anos

Foi realizada uma analise de correlagdo dos genes SETD4 ¢ SETDS5, que se apresentaram com
expressdo aumentada nos pacientes acima de 60 anos. Observou-se que ha uma correlacdo
positiva moderada entre a expressdo de SETD4 e SETDS5 em pacientes com idade mais avangada

(acima de 60 anos) com cancer oral (Figura 11).
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Figura 11: Correlagdo de expressdo dos genes SETD4 e SETD5 em pacientes com idade mais avangada (acima de 60
anos), (N=11). Correlagao de Spearman. Coeficiente de Correlagdo = 0,7636. P=0,0086.

5.4.2 Recidiva

As amostras tumorais foram divididas em 2 grupos, um que apresentava recidiva e o outro
que ndo apresentava. Analisou-se a expressdao génica da familia SETD comparando esses dois

grupos, porém ndo foram encontrados resultados estatisticamente significativos.

5.4.3 Metastase
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As amostras tumorais foram divididas em 2 grupos, um que apresentava metastase e o outro
que ndo apresentava. Analisou-se a expressdo génica da familia SETD comparando esses dois

grupos, porém ndo foram encontrados resultados estatisticamente significativos.

5.4.4 Estadiamento

Avaliou-se a expressdo génica da familia SETD associando-a com o grau de estadiamento dos
tumores. As amostras foram separadas em 2 grupos, o primeiro grupo com os estadios até T3 que
incluem (TO, T1, T2 e T3), e o segundo grupo com estadios maiores que T3 (T4a, T4b, T4c), que
sdo considerados os estagios mais avancados da doenca. Nenhum dos 10 genes analisados

apresentou diferenca de expressdo estatisticamente significativa.

5.5 Analises in silico
5.5.1 Analise de dados no UALCAN

5.5.1.1 Analise de expressiao génica

Foi utilizada a plataforma UALCAN, que facilita o acesso aos dados do TCGA, para analisar
a expressdo dos genes SETDS e SETMAR entre amostras tumorais de carcinoma de células
escamosas de cabega e pescogo (CCECP) e amostras de tecidos normais. Os genes SETDS e
SETMAR apresentaram-se diferencialmente expressos, sendo que o SETDS5 mostrou expressiao
aumentada nos tecidos tumorais (N=520) em comparagdo aos tecidos normais (N=44) (Figura
12), e 0 SETMAR mostrou expressdo diminuida nas amostras tumorais em comparagao as normais

(Figura 13).
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Expression of SETDS in HNSC based on Sample types
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Figura 12: Expressdo génica de SETDS5 entre amostras de tecido normal e tumoral. Mediana das normais 16.325,
mediana das tumorais 20.958, p< 0,0001 (96).

Expression of SETMAR in HNSC based on Sample types
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Figura 13: Expressdo génica de SETMAR entre amostras de tecido normal e tumoral. Mediana das normais 9.974,
mediana das tumorais 6.305, p<0,0001 (97).
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5.5.1.2 Analise de sobrevida

Foi realizada analise de sobrevida, comparando-se os niveis de expressdo génica (alto ou
baixo) apresentados pelos pacientes, utilizando o método de Kaplan-Meier que permite a
visualizac¢do da sobrevida ao longo do tempo. A sobrevida, de acordo com a expressdo do gene
SETDS5 ndo apresentou diferenga significativa (Figura 14), mas para o gene SETMAR, a sobrevida
dos pacientes foi menor no grupo de baixa expressao, apresentando diferenca significativa (Figura

15).
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Figura 14: Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de acordo com a expressao do gene SETDJ utilizando o teste de
Log-rank (98).
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Effect of SETMAR expression level on HNSC patient survival
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Figura 15: Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de acordo com a expressdo do gene SETMAR utilizando o teste de
Log-rank (99).

5.5.1.3 Analise de expressao génica em diferentes estagios do tumor

Foi analisada a expressdo génica de SETDJS baseada nos estagios do tumor, € observou-se que
o SETDS5 encontra-se com expressdo aumentada significativamente nos estagios 1, 2, 3 e 4do
carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco, em comparagdo aos tecidos normais.
Analisando a expressdao génica entre os diferentes estdgios, ndo foram encontrados resultados

significativos (Figura 16).
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Expression of SETD5 in HNSC based on individual cancer
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Figura 16: Expressdo génica de SETD5 em tecidos tumorais de cabega e pescoco em diferentes estagios. Mediana
das normais: 16.325, mediana do estagio 1: 20.667, mediana do estagio 2: 21.065, mediana do estagio 3: 19.596 e
mediana do estagio 4: 20.968. Normal vs estagio 1, p=0,0126, normal vs estagio 2, p=0,0005, normal vs estagio 3,
p=0,0095 e normal vs estagio 4, p<0,0001 (100).

A expressdo génica de SETMAR baseada nos estagios do tumor também foi analisada, e
observou-se que SETMAR encontra-se com expressdao diminuida significativamente nos estagios
1, 2, 3 e 4 do carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo, em comparacdo aos tecidos
normais. Analisando a expressdo génica entre os diferentes estidgios ndo foram encontrados

resultados significativos (Figura 17).
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Figura 17: Expressdo génica de SETMAR em tecidos tumorais de cabeca e pescogo em diferentes estagios. Mediana
das normais: 9.974, mediana do estagio 1: 5.261, mediana do estagio 2: 6.573, mediana do estagio 3: 5.218 e mediana
do estagio 4: 6.348. Normal vs estagio 1, p=0,0045, normal vs estagio 2, p<0,0001, normal vs estagio 3, p<0,0001 e
normal vs estagio 4, p<0,0001 (101).

5.5.1.4 Analise de expressio génica baseada na idade dos pacientes

A expressdo génica de SETD4 baseada na idade dos pacientes foi analisada, e observou-se
que o SETD4 encontra-se com expressdo aumentada, significativamente, nas faixas de 41-60 e
61-80 anos no carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo, em comparagdo aos tecidos
normais, nao apresentando resultado significativo nas faixas de 21-40 e 81-100 anos. Analisando
a expressdo génica entre as diferentes faixas de idade, foram encontrados resultados significativos
na comparagao das faixas de 41-60 vs 61-80 anos e 41-60 vs 81-100 anos. Entre as outras faixas

de idade ndo foram encontrados resultados significativos (Figura 18).
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Figura 18: Expressdo génica de SETD4 em tecidos tumorais de cabeca e pescogo em diferentes faixas de idade.
Mediana das normais: 6.95, mediana idade 21-40: 6.23, mediana idade 41-60: 8.701, mediana idade 61-80: 7.932 ¢
mediana idade 81-100: 7.651. Normal vs idade 21-40, p=0,2656, normal vs idade 41-60, p<0,0001, normal vs idade
61-80, p<0,0001 e normal vs idade 81-100, p=0,2288 (102).

A expressao génica de SETDS5 baseada na idade dos pacientes foi analisada, e observou-se
que SETDS5 encontra-se com expressdo aumentada, significativamente, nas faixas de 41-60, 61-
80 e 81-100 anos no carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo, em comparagdo aos
tecidos normais, ndo apresentando resultado significativo na faixa de 21-40 anos. Analisando a
expressdo génica entre as diferentes faixas de idade ndo foram encontrados resultados

significativos (Figura 19).
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Figura 19: Expresséo génica de SETD5 em tecidos tumorais de cabeca e pescogo em diferentes faixas de
idade. Mediana das normais: 16.325, mediana idade 21-40: 17.227, mediana idade 41-60: 21.812, mediana
idade 61-80: 20.11 e mediana idade 81-100: 24.075. Normal vs idade 21-40, p=0,054, normal vs idade 41-
60, p=0,0001, normal vs idade 61-80, p=0,0001 e normal vs idade 81-100, p= 0,001 (103).

5.5.2 Analise de dados no Oncomine

A expressdo génica utilizando a plataforma Oncomine, que faz interface com o banco de
dados do (TCGA), foi analisada, salientando-se que nessa plataforma é possivel fazer uma analise
especifica utilizando apenas amostras de cancer oral. Analisando o transcrito do gene SETDS,
observou-se que houve diferenca significativa de expressdo, com o gene apresentando expressao
mais elevada no carcinoma de células escamosas orais (N= 57) do que em tecidos normais

(N=22), com fold change de 1.11 (Figura 20).
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Figura 20: Expressdo génica de SETD5 em tecidos normais e tumorais de cancer oral. Mediana das normais: 2.016,
mediana das tumorais: 2.132, p= 0,042. Oncomine (104).

O gene SETMAR nao apresentou diferenca significativa de expressdo nesta analise, porém ¢

possivel notar uma tendéncia de expressdo diminuida no cancer oral quando comparado com

tecidos normais. (Figura 21).
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Figura 21: Expressdo génica de SETMAR em tecidos normais e tumorais de cancer oral. Mediana das normais: -0.337,
mediana das tumorais: -0.871, p = 1.000. Oncomine (104).

5.5.3 Analise de dados no The Human Protein Atlas

A expressdo e distribui¢do tecidual das proteinas codificadas pelos genes SETDS5 ¢ SETMAR
foram analisadas em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescogo de 8 pacientes no

banco de dados online The Human Protein Atlas, que utiliza dados de imunohistoquimica.

Para o SETDSJ, que tem sublocalizagdo nuclear, em 5 pacientes houve expressao mediana, em
2 pacientes expressdo baixa e em 1 paciente ndo houve expressdo (Figura 22). Em diversas
linhagens celulares humanas, o SETDS5 mostrou expressdo abundante, porém ndo foram

encontradas informagdes para linhagens celulares orais.

o ’
o e

Figura 22: Imuno-histoquimica de SETD5 em tecido normal (a esquerda) e tecido de carcinoma de células escamosas de

cabega e pescogo (a direita) — The Human Protein Atlas (105).

Para a proteina SETMAR ndo ha dados de expressdo para o cancer de cabega e pescogo,
porém ¢ possivel observar que SETMAR ¢ amplamente expressa em diferentes linhagens

celulares, mas sem informacao sobre a expressdo em linhagens celulares orais.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, estudos sobre as modifica¢des epigenéticas associadas ao cancer vém ganhando
destaque, mostrando essas alteracdes em diferentes tipos de cancer e enfatizando a importancia
das desregulagdes das metiltransferases na carcinogénese. Portanto, essa alteragdo epigenética,
que ¢ reversivel, mostra-se como potencial alvo terapéutico, sendo responsavel por diversos
mecanismos na formagdo e progressdo do cancer, como o estresse na replicagdo de DNA que
dificulta o seu reparo, proliferacdo das células cancerigenas, angiogénese ¢ metastase (106,107).

As desregulacdes epigenéticas envolvidas no cancer oral ainda ndo sfo totalmente
conhecidas, e sendo assim, buscou-se com este estudo elucidar se os genes da familia SETD,
responsaveis pela metilagdo das histonas e importantes na regulagéo génica e epigenética, estio
com expressdo alterada no cancer oral. Os genes da familia SETD estdo alterados em diferentes
tipos de cancer, como ja demostrado no Quadro 1. Nossas analises mostraram que dos 10 genes
estudados, 0 SETD5 e 0o SETMAR estéo alterados nas amostras clinicas de cancer oral. Além disso,
na associagdo com os dados clinicos dos pacientes, houve expressido alterada dos genes SETD4 ¢
SETDS5 com a variavel idade. Nas analises in silico, os genes SETDS5 ¢ SETMAR também se
apresentaram alterados, confirmando as alteragdes encontradas no presente estudo.

Primeiramente, a analise dos dados clinico-patologicos dos pacientes mostrou que a maioria
¢ do sexo masculino (N=38), representando 86,36% e apenas 4 sdo mulheres (13,64%). Estes
resultados condizem com varios estudos que mostram uma maior incidéncia do cancer oral em
homens. Acredita-seque essa diferenca esteja associada ao estilo de vida e exposi¢do aos fatores
de riscos, como o uso do tabaco e a ingestdo de bebida alcodlica, que ainda sdo mais
predominantes no sexo masculino (108,109,110). No entanto, esta tendéncia vem diminuindo em
decorréncia da mudanga de habitos, e alguns estudos ja mostram que a representatividade de
mulheres com cancer oral vem crescendo, quando elas consomem dalcool e tabaco
concomitantemente (111,112). A avaliagdo da localizag@o anatdmica dos tumores mostrou que as
areas mais representativas sdo assoalho da boca (45,23%) e lingua (40,47%), resultados
semelhantes a outros estudos que mostram ainda que essas regides estdo associadas a estagios
mais avangados e a um pior prognostico para os pacientes (113,114). Por fim, avaliou-se a
presenca ou auséncia de recidiva e de metéstase, com a maior parte dos pacientes apresentando
recidiva (44,6%) e metastase (44,6%). Estes dados corroboram os de outros estudos que mostram
uma alta taxa de recorréncia, metdstase de linfonodos cervicais e distais, que sdo fatores
complicadores para se conseguir a cura total desses pacientes (115,116).

Em seguida, foi realizada a analise da diferenga de expressdo de mRNA nos 10 genes da
familia SETD em linhagens celulares de céncer oral, comparando-as com a linhagem de
queratindcito normal (Hacat). Observou-se uma heterogeneidade de expressdo dos 10 genes

SETD nas 4 linhagens celulares de cancer oral. Considerando os dois genes que se mostraram
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alterados nas amostras clinicas, SETDS5 e SETMAR, observou-se que o SETMAR mostrou-se
hipoexpresso em todas as linhagens estudadas, o que corrobora os achados nas amostras clinicas.
Ja o SETDS se apresentou superexpresso na SCC25, que tem um grande potencial de invasio, e
na Cal27, que apresenta pouca ou auséncia de diferenciacdo celular, resultado semelhante ao
encontrado nas amostras clinicas. Porém, nas duas outras linhagens, o SETDJ5 se mostrou
hipoexpresso. Segundo alguns estudos € possivel que haja resultados diferentes conforme a célula
utilizada, pelas caracteristicas genéticas e da propria expressao génica serem desconhecidas, e por
isso, € necessario avaliar qual o melhor modelo a ser utilizado (117). Sabe-se, por exemplo, que
alguns subtipos celulares cancerigenos podem apresentar uma alta taxa de proliferacéo, e outras
linhagens j& tém caracteristica mais invasiva e metastatica. Contudo, sabe-se também que um
unico tumor costuma apresentar grande complexidade celular e de microambiente, contendo
células bastante heterogéneas com diferentes habilidades (118).

Na analise de expressdo dos 10 genes SETD em amostras clinicas de pacientes com cancer
oral, observou-se expressdo aumentada do gene SETDJ no cancer oral quando comparado com o
tecido normal (Figura 6). SETDS5 ¢ um membro da familia de histonas lisina metiltransferases,
tendo atividade na H3K36, podendo realizar mono, di ou tri metilagdo em lisinas. Porém, a fung&o
desta enzima ainda ndo estd completamente caracterizada, tendo papel na conformacgdo da
cromatina, regulagdo da expressdo génica, alongamento e processamento de RNA. Estudos
mostram a expressdao aumentada do gene SETDJ no cancer de pulmao, associada a invasdo celular
e a ativacdo de PI3K, AKT e mTOR, todos genes da via de sinalizagdo celular que, neste estudo,
promoveu a caracteristica de células tronco cancerosas (115). Além disso, SETDS5 apresenta-se
superexpresso em adenocarcinoma ductal pancreatico e em cancer colorretal, quando comparados
com os respectivos tecidos normais, mostrando associagdo com KRAS, regulagdo da cromatina e
regulacdo da via de sinalizagdo MAPK, GSTT1 e PDK4 (82,83). Um estudo recente mostra que
a alta expressdo de SETDS esta associada a um pior progndstico para os pacientes com cancer de
mama, além de favorecer a progressio da doenga através do gene AKTI que € uma serina/ treonina
quinase ligada ao crescimento e diferenciacdo celular. Além disso a sua expressao elevada esta
associada a metastase e estagios clinicos avangados, relacionando-se com a inibi¢do da apoptose
e o aumento da proliferacdo celular. Estudos in vitro mostram que a inibicdo de SETDS aumenta
a taxa de apoptose, diminui a proliferacdo celular, além da diminuicdo significativa de
angiogénese, migracdo e metastase (119,120). SETDS esta fortemente associado a metastase de
linfonodos, ativagdo da migracdo e invasdo celular, e a sua alta expressdo parece estar
correlacionada a uma maior agressividade no cancer de pulmio (121). Um estudo mostra
hiperexpressao proteica de SETDS5 no carcinoma epidermoide de esdfago, associando sua alta
expressdo com proteinas ligadas ao ciclo celular como ciclinaB1 e ciclinaD1, tendo a primeira
um papel essencial na proliferagdo celular e a segunda sendo responsavel pela transigdo entre as

etapas GO/G1 e fase S. Além disso, a proteina SETDS5 parece regular a via de sinalizagdo celular
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PI3K/Akt, que tem um papel critico no cancer de es6fago (122,123). A alta expressdo da proteina
SETDS e a ativagdo da via PI3K/Akt/mTOR também estio bastante associadas a progressio do
cancer oral, estando diretamente ligadas a algumas caracteristicas do cancer, como a inflamacao,
proliferacdo, migracdo e metastase. Portanto, a alta expressdo de SETDS5 parece ser um indicador
de mal prognostico, com estes pacientes apresentando uma menor sobrevida (124,125).

Nas andlises in silico, na plataforma UALCAN, o gene SETDS5 se apresentou mais expresso
em carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco do que em tecidos normais (Figura 12),
e na plataforma Oncomine, onde ¢ possivel fazer uma analise especifica para o carcinoma oral,
encontrou-se resultados significativos em que SETDS esta mais expresso no cancer oral quando
comparado a tecido normal. Na analise de expressdo de proteinas utilizando a plataforma The
Human Protein Atlas, a metiltransferase SETDJS se apresentou com expressdo mediana/baixa em
diferentes tipos de cancer, inclusive no cancer de cabega e pescoco, com sublocalizagdo nuclear.
Esses resultados estdo condizentes com o encontrado no presente estudo, e sugerem que SE7DS5
parece atuar como um oncogene no cancer oral.

No estudo em amostras clinicas de pacientes com cancer oral, o gene SETMAR apresentou
expressao diminuida no cancer oral quando comparado ao tecido normal (Figura 7). Este resultado
¢ condizente com um estudo recente que mostra SETMAR com expressao diminuida no cancer de
bexiga quando comparado com tecidos normais (91). O gene SETMAR metila a histona 3 na lisina
4 e 36 e esta associado a decatenacdo cromossOmica, jun¢do de extremidade ndo homdloga
(NHEJ), reparo do DNA e a¢do na plasticidade da cromatina. Em contraste com os resultados
encontrados aqui, SETMAR encontra-se hiperexpresso em cancer de mama e glioblastoma, com
um possivel papel na progressdo desses canceres (126,127). Utilizando o banco de dados
UALCAN, observou-se que o gene SETMAR se apresentou hipoexpresso em células escamosas
de cabeca e pescogo quando comparado aos tecidos normais (Figura 13), resultado semelhante ao
encontrado no presente estudo. Além disso, na analise de sobrevida utilizando a curva de Kaplan-
Meier, foi possivel observar que quanto menor a expressao do gene SETMAR menor € a sobrevida
dos pacientes com cancer de cabeca e pescogo (Figura 15). Resultado semelhante foi mostrado
em um estudo com cancer de bexiga, onde observou-se que a expressdo diminuida do gene estava
associada com menor sobrevida dos pacientes (128). No cancer de rim, a alta expressdo da
proteina SETMAR ¢ favoravel a sobrevida do paciente, porém no cancer de figado se apresenta
desfavoravel. SETMAR auxilia na regulagdo génica e induz alteragdes na cromatina, mas ainda
ndo existem dados na literatura que expliquem esta heterogeneidade da sua expressdo em
diferentes tecidos e orgdos, sendo necessario ainda identificar os alvos e os mecanismos
especificos de SETMAR em diferentes tecidos (129). Estudos mostram que a expressao do gene
SETMAR em pessoas saudaveis esta associada a diversos processos celulares, como metilagio de
proteinas pelo seu dominio SET, reparo do DNA pela via de jungdo de extremidade ndo homoéloga

(NHEJ), decatenagdo cromossomica, supressao de transloca¢des cromossomicas, integragdo do
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DNA, replicacdo do DNA pela associagdo com a DNA topoimerase Ila, regulagdo do ciclo
celular, além de regulagdo e manutencdo da expressdo génica (130,131). Esses dados da literatura
mostram a importancia de SETMAR em diversos processos celulares e como ele pode ter
diferentes agdes dependendo do tipo tecidual. A expressdo alterada de SETMAR em diferentes
tipos de cancer, reforca a importancia dos achados do presente estudo, dados inéditos, ja que até
o momento ndo existem estudos que mostram o envolvimento de SETMAR no cancer oral.
Portanto, podemos sugerir que SETMAR desempenha papel na manutencdo e integridade do
genoma, ¢ que a sua baixa expressdo no cancer oral pode desencadear uma instabilidade
genomica.

Na analise in silico usando a plataforma Oncomine, que utiliza dados do TCGA, em um
estudo que tem dados de SETMAR em cancer oral, o gene ndo apresentou diferenca significativa
nos resultados de expressdo génica em comparagio a tecidos normais, embora haja uma tendéncia
de expressdo diminuida no cancer oral (102). Vale ressaltar que os dados encontrados no
Oncomine s3o dados de RNA-Seq e microarranjo de cDNA, que sdo técnicas de alto rendimento
e utilizadas como método de varredura e¢ ndo como de valida¢do (132). Em contraste, a
metodologia utilizada no presente estudo, qPCR em tempo real, ¢ uma técnica mais acurada e
robusta para estudo de expressao génica.

Os genes SETDIA, SETDIB, SETD2, SETD3, SETD4, SETD6, SETD7 e SETD8 ndo
apresentaram diferenga significativa na analise de expressdo génica, sendo necessarios estudos
adicionais, com uma amostragem maior para se obter um melhor entendimento destes genes no
cancer oral.

Na analise dos dados clinicos dos pacientes com a expressdo génica da familia SETD, os
genes SETD4 e SETDS5 apresentaram-se com expressdo aumentada nos pacientes acima de 60
anos (Figura 9,10) e as suas expressdes mostraram-se correlacionadas positivamente (Figura 11).
Nio existem até o momento estudos que mostrem a relagdo desses genes e a sua expressdo em
idades mais avangadas no cancer oral. Na analise in silico, a expressdo génica de SETD4 mostrou-
se aumentada significativamente na faixa de 41-60 e 61-80 anos, no carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco quando comparado aos tecidos normais, assim como SETDS
também se mostrou com expressdo aumentada significativamente na faixa de 41-60, 61-80 e 81-
100 anos. Ainda pouco se sabe sobre o gene SETD4 ¢ o seu envolvimento na carcinogénese.
Estudos indicam que SETD4 pode atuar na regulacdo hematopoiética (133), além disso tem
atividade de metiltransferase, metilando proteinas histonas e nao histonas, com papel importante
na proliferacdo, migracdo e angiogénese de células tronco mesenquimais (134). Estudos com
camundongos mostram que a sua delecdo em linfomas T melhoram a sobrevida (75). SETD4
auxilia na formagdo da heterocromatina e tem papel na quiescéncia em células tronco de cancer

de mama (81). Um estudo mais recente mostra que SETD4 regula receptores Toll-like (TLR) que
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s30 proteinas transmembranas, regulando positivamente IL-6 ¢ TNF-q, citocinas inflamatorias
(135).

Considerando em conjunto esses dados, nota-se a importancia do presente estudo que é o
primeiro a mostrar a expressdo alterada de SETD5, SETMAR e SETD4 no cancer oral. Apesar
destes resultados serem inéditos, sdo necessarios estudos adicionais com testes funcionais in vitro,
com a finalidade de elucidar o papel destes genes e uma possivel relagdo bioldgica entre eles no

contexto do cancer oral.

7. CONCLUSAO

O gene SETDS5 apresentou expressdo aumentada em tecidos tumorais quando comparado com
tecidos normais, em pacientes com cancer oral. De acordo com estudos sobre a fungdo de SETDS,
sugerimos que a sua alta expressdo pode atuar na via de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR, tendo papel
na inflamacdo, proliferacdo celular, migracdo e metastase, atuando como oncogénico na
carcinogénese oral.

O gene SETMAR apresentou expressdo diminuida em tecidos tumorais quando comparado
aos tecidos normais, em pacientes com cancer oral. De acordo com estudos sobre a funcdo de
SETMAR, sugerimos que sua baixa expressdo no cancer oral pode desencadear uma instabilidade
genomica, tendo papel de supressor tumoral.

Os genes SETD4 e SETDS apresentaram expressao aumentada em pacientes com idade acima
de 60 anos, e além disso os dois genes apresentam expressdo génica correlacionada. Esta alteragéo
pode representar uma relagdo bioldgica na carcinogénese oral, mas que requer estudos adicionais
para maior entendimento.

Até o momento presente, este ¢ o primeiro trabalho a identificar alteracdes da familia SETD
no cancer oral. Estudos adicionais, como testes funcionais e de imuno-histoquimica, seréo
essenciais para melhor compreensdo da importincia das alteragdes nos genes SETD4, SETDS ¢
SETMAR no cancer oral e como este entendimento pode contribuir para o desenvolvimento de

novas estratégias de diagnostico, prognostico e tratamento.
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