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RESUMO

As alteracdes epigenéticas sao mudangas que ocorrem no material genético sem alterar
a sua sequéncia de bases nitrogenadas. Elas sdo influenciadas pela agdo de diversas enzimas,
como a metiltransferase SUV39H1. Essas alteragdes podem contribuir para a malignidade
celular, como ja visto em cancer de mama e de pulmao. Ja a parte catalitica hTERT da enzima
telomerase possui contribuicdo na manutencdo dos telomeros, estando relacionada com a
estabilidade e protegdo do genoma, possuindo também participacdo na carcinogénese, com
suas fun¢des candnicas e ndo-canonicas. Este estudo, pelo método de PCR quantitativa em
tempo real, analisou a expressao dos genes SUV39HI e hTERT em amostras tumorais de boca
e amostras de margem normal, para melhor entender o seu comportamento no contexto
especifico do cancer de boca e assim analisar a possibilidade de seu uso como biomarcador
molecular para um diagnostico ou prognostico mais acurado e para ajudar no progresso das
pesquisas sobre o cancer de boca, buscando um melhor manejo clinico para os pacientes
acometidos por esta doenga. Neste estudo foi encontrado que a expressao de SUV39HI foi
maior em amostras de margem normal (QR = 1,227) quando comparadas com amostras
tumorais (QR = 0,5250), enquanto a expressdo de ATERT teve uma tendéncia de maior
expressdo nas amostras tumorais (QR = 69,76) quando comparada com a expressdo em
amostras de margem normal (QR = 5,179). O resultado encontrado para h/TERT coincide com
o descrito na literatura, de maior expressao na maioria dos canceres. Ja SUV39HI mostrou um
comportamento heterogéneo nas analises experimentais e in silico, além de ndo apresentar
correlacdo com a expressdo de ATERT. Embora mais estudos sejam necessarios, estes
resultados proporcionam um maior entendimento acerca do funcionamento de SUV39HI e
hTERT no cancer de boca, proporcionando dados que até entdo nao estavam disponiveis na

literatura cientifica.

Palavras-chave: cancer de boca, epigenética, histonas, metiltransferase, SUV39H1,

telomerase, hTERT, expressdo génica, expressdo proteica.



ABSTRACT

Epigenetic alterations are changes that occur in the genome without modifying its
nucleotide bases sequence. These alterations can be influenced by enzymes
methyltransferases, such as SUV39HI. These alterations can contribute to cancer malignancy,
as shown in breast and liver cancer. Moreover, catalytic unit of telomerase, hTERT,
contributes to telomere maintenance, being related to stability and genome’s protection, and
may participate in cancer malignancy with its canonical and non-canonical functions as well.
In this study, using quantitative real time PCR, the expression profile of SUV39HI e hTERT
was analyzed using normal margin and oral cancer samples to better understand their behavior
in the context of this cancer and then analyze their potential use as diagnosis or prognosis
biomarker in oral cancer and contribute to research development. It was found that SUV39H 1
expression was higher in normal margin (RQ = 1,227) when compared to the expression in
tumor tissue (RQ = 0,5250), while for A”TERT, the tendency was a higher expression in tumor
tissue (RQ = 69,76) compared to normal margin (RQ = 5,179). hTERT showed the same
behavior described in the literature for most types of cancer. However, SUV39HI showed a
heterogeneous behavior in experimental and in silico analyses, with no correlation to A/TERT
expression. Although more studies are necessary, these results provide a better understanding
of SUV39HI e hTERT in oral cancer, providing data that were not available until this

moment, contributing for the progress of oral cancer research.

Keywords: oral cancer, epigenetics, histones, methyltransferases, SUV39H1, telomerase,

hTERT, gene expression, protein expression.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve uma mudanga no perfil epidemioldgico das doengas no
mundo, principalmente como consequéncia da modernizagao e aumento das descobertas no
ramo da ciéncia. Com o avango das pesquisas ¢ a disponibilidade de tratamentos e vacinas,
as mortes por doencgas infecciosas e parasitarias como AIDS, dengue e hepatites
diminuiram, elevando as doengas ndo comunicaveis (doengas cardiacas, cancer, diabetes ¢
doencgas respiratorias cronicas) como a principal causa de mortes no mundo atualmente

(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020).

O cancer, doenga que pode ter origem em praticamente qualquer tecido do corpo
humano, ¢ responsavel por 1 a cada 6 mortes no mundo, sendo de alta relevancia para a

saude publica (OMS, 2018, 2020).

Por defini¢do, cancer, ou neoplasia maligna, ¢ a divisdo descontrolada e continuo
crescimento das células de qualquer tecido do corpo humano de forma aleatéria e
desorganizada, provocando um mau funcionamento das fung¢des da célula e gerando danos
ao organismo. Podem decorrer de muta¢des no material genético e de alteracdes
epigenéticas, que podem se originar de diversas causas, os chamados fatores de risco, ou
até mesmo acontecer de forma espontinea no processo da divisio celular (LOPEZ-

LAZARO, 2017; OMS, 2020; PODOLSKIY; GLADYSHEV, 2016).

Os fatores de risco podem ser hereditarios ou agentes externos/ambientais. Esses
agentes podem ser as radiagdes ultravioletas, radiagcdes ionizantes, componentes do tabaco,
aflotoxinas e virus como o HPV (Figura 1). Tais fatores ndo sdo mutuamente excludentes,
podendo resultar em um efeito agravante quando somados (MARTINCORENA;
CAMPBELL, 2015; PODOLSKIY; GLADYSHEV, 2016; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). No decorrer da vida de um individuo, aumentam-se as chances
de desenvolver um tumor, em decorréncia de suas células ja terem passado incontaveis
vezes pelo processo de multiplicacdo celular, podendo ocorrer acimulos de alteragdes no
material genético. Assim, tanto as alteragdes genéticas espontaneas quanto as que ocorrem
por influéncia dos fatores de risco podem permanecer no material genético sem um
produto visivel imediato, podendo levar tempo até que manifeste uma transformacgdo das

células (LOPEZ-LAZARO, 2017; MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015).



Figura 1: Hallmarks do cincer.
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Fonte: CONNOR A. H. and WONG, JUDY M. Y. Non-canonical functions of telomerase reverse
transcriptase: Emerging roles and biological relevance. Current Topics in Medicinal
Chemistry. Volume 20, paginas 498-507. 2020. Adaptado.

As mutagdes alteram as vias moleculares das células, modificando assim o produto
final do processo de leitura do material genético e fabricacdo de proteinas, influenciando
nas vias de sinalizacdo intracelular que controlam, por exemplo, a multiplicagdo celular,
apoptose, processos de compactagdo do DNA. Tanto as mutagdes propriamente ditas como
as alteragdes em decorréncia dos mecanismos epigenéticos, ndo sao acontecimentos
excludentes: ¢ possivel ocorrer uma mudanga na sequéncia de bases em um gene que
codifica componentes que participam do processo epigenético, gerando assim uma
acumulagdo de motivos, que podem ainda se somar com os fatores de risco, ocorrendo um
aumento e acimulo de alteragdes e inicio do processo carcinogénico (CAVALLI; HEARD,

2019; LOPEZ-LAZARO, 2017; NAKAYAMA; ARIKAWA; BHAWAL, 2017).

1.1. CANCER DE BOCA

Como ja citado anteriormente, o cancer inicia o seu desenvolvimento a partir da
multiplicagdo desordenada das células de um tecido qualquer do corpo devido a algum
estimulo que levou a alteracdo genética ou epigenética. No caso do cancer de boca, essa

multiplicagdo desordenada pode se iniciar a partir de pequenas lesdes e inflamagdes



cronicas, com presenga de uma mucosa hiperplasica, onde ja hd a inativacdo de genes
supressores de tumor. As lesdes se tornam persistentes, ocorrendo uma transicdo para
displasia, com perda da especializacdo celular, em que pode ocorrer uma reversdao ou
avango para o estagio seguinte. A partir da displasia, pode ocorrer a evolucdo para um
carcinoma in situ, até progredir para um carcinoma invasivo, com a possibilidade de
metastase (BANIEBRAHIMI; MIR; KHANMOHAMMADI, 2020; JOHNSON et al.,
2020; SHIN; KIM, 2018).

Os sinais clinicos que podem surgir nos pacientes sdo dor, sangramento, disfagia,
parestesia, perda de dente e perda de peso, devido a dificuldade de ingestdo de alimentos.
Esse conjunto de sinais e sintomas gera uma situacdo que possui reflexos também na
qualidade de vida do paciente (BANIEBRAHIMI; MIR; KHANMOHAMMADI, 2020;
ERNANI; SABA, 2015; OMS, 2018; PATEL et al., 2016; SHIN; KIM, 2018).

As estruturas anatomicas que delimitam e fazem parte da cavidade oral sdo os
labios, mucosa bucal, trigono retromolar, cristas alveolares, palato duro, assoalho da boca e
a lingua (ANAND et al., 2018). O cancer de boca se desenvolve em sua maioria a partir
das células epiteliais escamosas, sendo o subtipo de cancer de boca mais comum o
carcinoma de células escamosas, que corresponde a 90% dos casos. Os restantes 10%
variam entre sarcomas, linfomas, tumores nas glandulas salivares e adenocarcinomas, entre
outros (ELJABO et al., 2018; ERNANI; SABA, 2015). As regides da boca que acumulam
a maior incidéncia de lesdes que levam ao desenvolvimento de um tumor maligno sdo a
lingua e o assoalho bucal, sendo esta ultima a regido que apresenta geralmente as lesdes de

maior agressividade (ERNANI; SABA, 2015).

No Brasil, o cancer de boca representa 3,4% dos novos casos previstos para o
periodo de 2020 até o ano de 2022, segundo dados retirados da Estimativa 2020, feita pelo
Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2020). Desde 2012, a incidéncia de novos casos

cresceu, tendo aumentado aproximadamente 10%, como pode ser observado no Grafico 1.

Mesmo com todos os avangos cientificos e tecnologicos e o consideravel nimero de
publicagdes nessa area, o cancer de boca continua tendo um prognoéstico desfavoravel e
sendo uma doenca que ¢ descoberta tardiamente, na maioria dos casos, quando j& apresenta
um alto comprometimento dos tecidos bucais, com grande area afetada, o que torna as
intervengdes mais agressivas aos pacientes, com maior duragao do tratamento € com mais

sequelas. Como o diagnostico em estagios mais avangados estd fortemente relacionado



com a inacessibilidade a um acompanhamento por um profissional de saude, o cancer de
boca ¢ considerado um problema de satde publica mundialmente, principalmente em
paises de médio e baixo desenvolvimento, que juntos apresentam 70% das mortes

relacionadas a essa doenga (OMS, 2018, 2020).

Grifico 1: Estimativa de novos casos de cincer de boca no Brasil no periodo de 2012 a 2020.
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Fonte: INSTITUTO NACIONAL DO CANCER. Estimativas Incidéncia de Cancer no Brasil do ano
de 2012 a 2020. Disponivel em < https://www.inca.gov.br/publicacoes/livros>.

Por ser uma via de acesso ao interior do organismo e seu tecido constituinte nao
possuir protecdes como a queratina da pele, a cavidade oral ¢ altamente exposta a fatores
externos. Assim, o cancer de boca possui uma etiologia multifatorial, que tem como seus
principais fatores de risco o consumo exacerbado de alcool e tabaco (independente da sua
forma de consumo ser o fumo ou o mascado) e infec¢ao pelo virus do papiloma humano
(Figura 2), além do sol, nos casos de cancer nos labios (BANIEBRAHIMI; MIR;
KHANMOHAMMADI, 2020; D’SOUZA; SARANATH, 2015; KUMAR et al., 2016;
SHIN; KIM, 2018).

Em sua maioria, esses fatores quando associados possuem agdo sinérgica,
aumentando seus efeitos carcinogénicos. Entretanto, a maioria dos casos relacionados a
infec¢ao pelo HPV nao possuem ligacdo com o consumo de alcool e tabaco e sim com uma
mudanga nos habitos da vida sexual, fato observado mais frequentemente em pacientes
jovens. Pacientes com cancer de cabega e pescogo recorrente, ou que progrediram para a
fase metastatica, ou que possuem multiplos tumores primarios (decorrentes da
cancerizacao de campo, quando uma area de um tecido ou 6rgao ¢ afetada pelas alteragdes
carcinogénicas, aumentando a probabilidade de ocorrer um segundo tumor primario)

possuem um progndstico mais desfavoravel quando comparados aos demais casos. O



estagio em que o cancer de boca ¢ diagnosticado ¢ um fator diretamente relacionado com a
efetividade do tratamento. Portanto, como a maioria dos diagnosticos feitos para cancer de
boca sao tardios, o tratamento mais adotado ¢ a cirurgia, seguida de radioterapia, métodos
mais agressivos (BANIEBRAHIMI; MIR; KHANMOHAMMADI, 2020; D’SOUZA;
SARANATH, 2015; MOHAN; JAGANNATHAN, 2014; SHIN; KIM, 2018).

Figura 2: Fatores de risco para o cincer de boca.
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Fonte: BANIEBRAHIMI G., MIR F & KHANMOHAMMADI R. Cancer stem cells and oral cancer:
insights into molecular mechanisms and therapeutic approaches. Cancer Cell Int. Volume 20,
pagina 113. 2020. Adaptado.

1.2. EPIGENETICA

Modificag¢oes que ndo interferem na sequéncia original de bases nitrogenadas do
material genético, como ocorre nas mutagoes génicas, mas que possuem a capacidade de
propagar, no DNA e por RNA ndo codante, estados alternativos da atividade de um gene,
alterando a estrutura da cromatina. Essa ¢ a definicdo de epigenética. Pela sua capacidade
de ser transmitida ap6s a divisdo celular, diz-se que ela ¢ herdada (BENEVENTO et al.,
2015; CASTILHO; SQUARIZE; ALMEIDA, 2017; CAVALLI; HEARD, 2019; FARDI;
SOLALI; FARSHDOUSTI HAGH, 2018).

O sistema de regulagdo epigenético ¢ atuante nas condi¢cdes normais da célula, em
resposta a estimulos da condi¢do ambiental ou por uma necessidade do desenvolvimento
celular. Se a sua fungdo sera de inibir ou estimular a expressao de um gene, ira depender da
interpretagdo da modificacao feita por terceiros, da regido em que ela se encontra e em qual
gene ird atuar. Contudo, em muitos estados de doenca, os mecanismos epigenéticos se
encontram desregulados, favorecendo e mantendo a doenga, como ocorre em muitos tipos
de cancer e também diabetes, lipus e asma. Em razdo desse fato, a epigenética vem sendo

muito estudada, para que se entenda seus mecanismos e as moléculas envolvidas e assim se
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possa analisar uma possivel aplicacio no desenvolvimento de novos farmacos e
tratamentos, métodos de detec¢do e progndstico, ja que estas modificagdes sdo reversiveis
(BENEVENTO et al., 2015; CASTILHO; SQUARIZE; ALMEIDA, 2017; CAVALLI,
HEARD, 2019; FARDI; SOLALI; FARSHDOUSTI HAGH, 2018).

As alteracdes epigenéticas incluem a metilagdo do DNA, modificagdes quimicas
covalentes pos-traducionais das proteinas histonas e nao-histonas, como a acetilagdo,
metilacao, fosforilacdo; e a regulacdo por acdo de RNAs nao-codantes (D’SOUZA;
SARANATH, 2015).

A metilagdo do DNA ocorre diretamente em sua estrutura, mais especificamente na
regido dos promotores dos genes, o que leva a inativacao desses genes, nao ocorrendo a
sua expressao. A metilagdo ocorre em ambas as fitas que formam a estrutura de dupla

hélice do DNA (ELJABO et al., 2018; JELTSCH; BROCHE; BASHTRYKOV, 2018).

O RNA nao-codante corresponde a pequenas moléculas de RNA que ndo possuem
fun¢do na transcrigdo gé€nica propriamente dita, mas que possuem papel como reguladores
dos processos que estdo ligados a ela, podendo ser, por exemplo, um microRNA ou um
RNA pequeno de interferéncia. Eles estdo relacionados a conformacao da cromatina, a uma
maior agdo repressiva na transcricdo dos genes e podem estar ligados a hereditariedade

epigenética pela formagao de loops na heterocromatina (CAVALLI; HEARD, 2019).

As alteragdes pods-traducionais em histonas ocorrem na cauda N-terminal desta
proteina (parte que fica exposta, estando mais acessivel para que as reagdes enzimaticas
ocorram), ¢ desencadeiam consequéncias na biologia molecular das células desde a

embriogénese até o desenvolvimento de doencas (RAO; PAL; TANEJA, 2017).

A conformagdo estrutural da cromatina possui influéncia direta no controle da
expressao dos genes. Em virtude dessas alteragdes em histonas mudarem a estrutura da
cromatina, elas estdo diretamente associadas com a expressdo génica e integridade do
genoma. Com a mudanga no funcionamento das enzimas que realizam essas reagdes,
ocorrem mudangas no espacamento do material genético, tendo influéncia direta nos genes

e sua desregulacao (BENEVENTO et al., 2015).



Figura 3 - Epigenética
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Fonte: SAVELIEFF, Masha. Above the genome: How epigenetics influences cancer and
obesity. Genomics Research. 2018. Disponivel em <
https://www.technologynetworks.com/genomics/articles/above-the-genome-how-epigenetics-influences-
cancer-and-obesity-310015>. Adaptado.

Devido a extensdo do tamanho do material genético e a necessidade de armazena-lo
no micro espaco de uma célula, ¢ necessario compacta-lo. Para que isso efetivamente
ocorra, o material genético ¢ enrolado nas proteinas histonas, ficando compactado e
organizado na forma de nucleossomos, que juntos formam a cromatina. A cromatina ¢
essencial para entender o estudo da epigenética, pois estdo intimamente ligados. As
marcagdes epigenéticas modificam justamente a densidade e compactagdo da cromatina,
controlando a dindmica entre um DNA frouxo, com suas bases nitrogenadas acessiveis
para uso ¢ um DNA mais rigido, influenciando sua estabilidade, ajustando-a de acordo
com a demanda celular de transcri¢cdo, replicacao ou reparo, como indicado na Figura 3

(FARDI; SOLALI; FARSHDOUSTI HAGH, 2018).

A cromatina pode variar entre duas formas, a eucromatina e a heterocromatina. A
eucromatina, por mais que esteja compactada, ¢ mais frouxa, e permite o acesso de
proteinas ao DNA e possui maior quantidade de genes, enquanto a heterocromatina ¢ mais
densa, contendo sequencias repetidas do DNA e ntimero inferior de genes. As marcas da
repressao gé€nica em histonas estdo presentes em ambas as formas, sendo mais
quantitativamente presente na heterocromatina (BENEVENTO et al., 2015; LIN et al,,
2018). A heterocromatina pode ainda ser subdividida em facultativa, parte mais envolvida
na expressao génica, e constitutiva, como os telomeros e centromeros (BENEVENTO et

al., 2015).



Os fatores que determinam qual serd o resultado final da metilagdo catalisada por
uma metiltransferase na histona, como ativacdo ou repressdo do gene, dependem da
sequéncia genética da histona, qual aminoacido foi metilado e qual a sua posi¢do na cauda
N-terminal, bem como qual o grau de metilacdao foi catalisado — mono, di ou trimetilado

(RAO; PAL; TANEJA, 2017).

Uma particularidade das alteracdes epigenéticas ¢ a sua possibilidade de reversao:
ha um sistema de enzimas, como as demetilases de histonas, que agem de forma inversa a
das metilases, retirando um grupo metil da cauda N-terminal das histonas, podendo ocorrer
uma interrup¢cdo na sinalizagdo feita previamente pelas metilases de histonas. Esse
acontecimento exemplifica a plasticidade das mudangas epigenéticas. Entretanto, as
mudancas epigenéticas sao hereditarias, e para permanecerem nas células filhas ndo podem

ser desfeitas (CAVALLI; HEARD, 2019; NAKAYAMA; ARIKAWA; BHAWAL, 2017).

1.3. SUV39H1

As proteinas da familia de histonas metiltransferases sao agrupadas por possuirem
em comum um dominio catalitico SET, que fornece a energia necessaria para que a reacao
de metilacdo executada por elas aconteca. Sdo integrantes do subgrupo de SUV39 as
proteinas SUV39H1 (KMTI1A), SUV39H2 (KMTI1B), SETDB1 (KMTI1E), SETDB2
(KMT1F), G9A (EHMT2) e proteina G9a-like (GLP1) (LI; ZHENG; YANG, 2019).
Especificamente as enzimas SUV39H(1-2) possuem na extremidade C-terminal o seu
dominio SET, responsavel pela catalizagdo da metilacdo, e na extremidade N-terminal da
enzima, possuem um cromodominio, que reconhece o local que irad ser metilado e se liga a

ele (SHIRAI et al., 2017).

A histona SUV39H1(Suppressor of variegation 3-9 homolog 1) é responsavel por
catalisar a reacdo de transferéncia de um grupo metil da S-adenosilmetionina para o
residuo de lisina na posicdo 9 da cauda N-terminal da histona 3 do nucleossomo. Essa
enzima se liga a regido da cromatina j& metilada por outras enzimas da mesma familia,
aumentando o nivel de metilacdo para dimetilacdo ou trimetilagdo, que funcionam como
uma sinaliza¢do para outros elementos, em conjunto com proteinas da familia HP1, que
irdo se ligar a regido metilada e iniciar o processo de compactacdo da cromatina e

repressao transcricional (JOHNSON et al., 2017; RAO; PAL; TANEJA, 2017).



A trimetilagdo executada por SUV39HI estd associada com a conformagdo
constitutiva da heterocromatina. Essa conforma¢do do material genético ¢ principalmente
encontrada nas regides pericentroméricas e de centromero e telomero e ¢ formada
principalmente por regides repetidas de DNA, que por sua estrutura, sao regides de
importancia para execu¢do da segregagdo do material genético e contribuem para a
estabilidade do genoma. Possui fun¢do também nos processos ligados ao reparo do DNA,
manutengao do telomero, diferenciacao celular e envelhecimento (JOHNSON et al., 2017).
Quando ha o rompimento da dupla fita de DNA, fatores atuantes na compactagcdo do
mesmo, como SUV39HI1, sdo recrutados para executar o processo de recombinacdo
homologa, que ¢ um dos mecanismos existentes de reparo do DNA (ALAGOZ et al.,
2015). Estudos que avaliaram a relacdo entre SUV39HI1 e a heterocromatina mostraram
que ha uma forte concentracdo desta enzima na regido pericentromérica (SHIRAI et al.,
2017). Seus mecanismos suprimem genes que transcrevem produtos necessarios para a
proliferacdo celular, desempenhando assim uma fun¢do de supressor de tumor (RAO;

PAL; TANEJA, 2017).

Na fase de metafase da divisdo celular, hd uma concentracio de SUV39HI1 na
regido dos centrdmeros e essa compactacdo ¢ importante para o processo de segregagao
das cromatides na mitose, pois sem ela podem ocorrer disfungdes no material genético, que

pode levar a expressao de produtos alterados (RAO; PAL; TANEJA, 2017).

A marca da trimetilacdo ¢ uma forte sinalizagdo da heterocromatina e do
silenciamento de genes. Ela gera sitios de ligacao para proteinas que, apos encaixadas a
este sitio, irdo interpretar e executar os comandos recebidos dessa sinalizagdo. A regidao dos
telomeros também ¢ formada pela heterocromatina e se encontra alterada quando ha a
auséncia de SUV39H1. (GARCIA-CAO et al., 2004; RIVERA et al., 2015; SHIRAI et al.,
2017; TRYBEK et al., 2020).

A auséncia da marca da trimetilagdo gera defeitos na estruturacdo da
heterocromatina, consequentemente gerando uma regido pericéntrica fragil, fato observado
em camundongos knockout para SUV39HI, que apresentaram instabilidade nos
cromossomos € aumento no risco de formagdo de tumores (JOHNSON et al., 2017).
Camundongos completamente knockout para SUV39HI demonstraram redugdo geral nos

niveis de trimetilagdo em H3K9, juntamente com letalidade pré-natal, mostrando um



possivel envolvimento dessas enzimas com o desenvolvimento de mamiferos (ZHENG et

al., 2018).

Estudos prévios sobre a metilagdo de histonas em cancer de boca mostraram que a
metilacdo da lisina 9 da histona 3 estd aumentada em 47%, em uma analise realizada em
199 amostras parafinizadas de casos de cancer de boca pela técnica de imuno-
histoquimica, avaliando apenas a presen¢a ou nao da forma de trimetilacdo, quando
comparados com tecido saudavel, onde os niveis de metilagdo foram baixos. Apenas as
amostras com coloracdo de média a alta foram consideradas como positivas para a
trimetilacdo. Esse estudo mostra a presenga da modificagdo final da histona, mas ndo o
comportamento dela nesse contexto ¢ nem qual enzima metiltransferase especificamente
catalisou essa metilagdo, pois ha varias enzimas que podem desempenhar essa atividade,
ressaltando a relevancia de haver uma analise da expressdo de SUV39HI no cancer de boca
(CHEN et al., 2013; D’SOUZA; SARANATH, 2015). Em amostras parafinizadas de
carcinoma de células escamosas de esdfago, houve marcagdo alta para a trimetilacdo de
H3K9 e H4K20, estando relacionadas a um pior prognostico para esse cancer (ZHOU et

al., 2019).

Este estudo busca unir o conhecimento ja estabelecido sobre o gene SUV39H1 e sua
possivel atuacdo no cancer de boca, para uma melhor caracterizacdo de seu papel neste
cancer especifico, buscando entender o seu potencial de se tornar um biomarcador
molecular e assim auxiliar, futuramente, no diagnostico ou prognostico do cancer de boca,

suprimindo essa demanda existente no cenario clinico.

1.4. TELOMERASE

Os telomeros, terminagdes do cromossomo formadas por complexos de repeticdes
da sequéncia ndo-codante (TTAGGG)., vide Figura 4, possuem a func¢do de proteger o
DNA, impedindo erosao, desgaste ¢ fusdo. Além de poder ser influenciado por eventos
epigenéticos que ja foram mencionados, o comprimento do teldmero pode ser usado como
biomarcador para demonstrar os efeitos cumulativos do ambiente no genoma, pois o
telomero esta associado com o envelhecimento das células, j4 que a cada nova divisao
celular, eles ndo sdo replicados por completo, tendo as suas terminagdes diminuidas a cada
vez. Quando as terminacdes teloméricas ficam muito encurtadas, ativam respostas de

controle de dano ao DNA, como a apoptose e senescéncia celular. Devido a esse controle
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da vida celular, a ma regulacdo dos telomeros contribui para o desenvolvimento de células
tumorais, com o comprimento dos telomeros ja tendo sido relacionado a um pior
progndstico em pacientes com melanoma (IVANCICH et al., 2017; LABERTHONNIERE;
MAGDINIER; ROBIN, 2019; LIN et al., 2019; RACHAKONDA et al., 2018).

Figura 4: Estrutura do telomero e sua sequéncia de repeticio G-Quadruplex (TTAGGG).

e Estrutura do Telébmero G-Quadruplex Telomérico

POTH
" TRF2
TRF1
RAP1

Fonte: IVANCICH M, SCHRANK Z, WOJDYLA L, LEVISKAS B, KUCKOVIC A, SANJALI A,
PURI N. Treating Cancer by Targeting Telomeres and Telomerase. Antioxidants. Vol. 6, n.1. p.15. 2017.
Adaptado.

A enzima telomerase, que ¢ uma transcriptase reversa responsavel por executar a
manutengdo do comprimento dos teldomeros, adiciona as repeticdes da sequéncia
(TTAGGG), nas terminagdes dos telomeros. Essa enzima ¢ formada por subunidades,
hTERT, responsavel pela catdlise das reagdes de adicdo de repeti¢des aos telomeros, e
hTERC, uma subunidade de RNA que atua como modelo das repeti¢des. Geralmente a
telomerase ndo estd expressa em células somaticas adultas, com muito baixa ou nenhuma
atividade enzimatica, o que permite que apds um certo nimero de divisdes, os telomeros se
encurtem ¢ as cé€lulas entrem em senescéncia e/ou apoptose, como mencionado no
paragrafo anterior. Quando volta a ser expressa, a telomerase permite o alongamento dos
telomeros, como em células tumorais positivas para telomerase. A telomerase ¢
anormalmente expressa em aproximadamente 85% dos tipos de canceres, sendo
considerada um evento tardio da transformacgdo de células malignas, e estando altamente
expressa em tumores com estadiamento mais avangado e em metéstases (IVANCICH et

al., 2017; LABERTHONNIERE; MAGDINIER; ROBIN, 2019; TRYBEK et al., 2020).

Além da sua atuagdo no alongamento dos telomeros, a telomerase pode executar

outras funcdes, denominadas de fun¢des nao-candnicas, que podem estar relacionadas ao
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processo de desenvolvimento de neoplasias e a elevada expressdo de telomerase em
canceres, como participagdo na migracdo celular, promo¢ao de crescimento celular e
regulacao génica (CHUNG et al., 2019; PARKINSON; FITCHETT; CERESER, 2009;
THOMPSON; WONG, 2020)

A expressdo de telomerase pode ainda sofrer influéncias de SUV39HI, ja que a
metilacdo executada por ela atua também na modula¢do da transcricdo da telomerase e
auxilia na regulacdo do comprimento dos telomeros, podendo essas duas enzimas estarem

relacionadas (GARCIA-CAO et al., 2004).

Devido a suas caracteristicas contrastantes em células somaticas € em células
tumorais, além de suas fun¢des ndo-candnicas, tanto os telomeros quanto a telomerase sao

potenciais alvos para terapias anticancer e potenciais biomarcadores para o cancer.

2. JUSTIFICATIVA

Estima-se que os canceres de boca e orofaringe sdo responsaveis por 5% de todos
0s novos casos de cancer no mundo (JIANG ET ALL., 2019). Mesmo com 0 vasto nimero
de pesquisas que sao desenvolvidas e publicadas todo ano sobre este assunto, o cancer de
boca continua sendo um problema grave de satide publica mundial, principalmente por
muitos estudos ndo conseguirem ser aplicados de forma efetiva na pratica clinica (PATEL
et al., 2016). E importante que se descubram novos meios e estratégias de diagndstico e
tratamento aplicaveis ao manejo clinico do paciente com cancer de boca, pois ainda ¢ uma
doencga diagnosticada tardiamente, o que implica em estagios avangados € um paciente ja
debilitado, dificultando uma melhor responsividade ao tratamento, muitas vezes invasivo,

diminuindo sua efetividade e eficacia (OMS, 2020).

Enquanto ha significativos avancos nas taxas de sobrevivéncia em canceres como o
cancer de colo de ttero, cancer de mama ¢ o cancer colorretal, o nimero de novos casos de
cancer de boca continua aumentando, sem melhoras nas taxas de mortalidade, e com taxas
de sobrevivéncia estagnadas, estando relacionadas a dificuldade de acesso a servigos de
saude e acesso a um diagndstico precoce e acompanhamento profissional (OMS, 2018,

2020; WANG et al., 2016).

Entender e conhecer as vias moleculares que levam a carcinogénese e suas

alteragdes apds seu desenvolvimento abre oportunidades para possiveis novos alvos
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terapéuticos e novas formas de diagnostico, podendo contribuir para um melhor manejo da
doenca. E crescente o interesse nos métodos de diagnostico moleculares pela possibilidade
de se antecipar o desencadeamento da doenca, j& que as alteracdes moleculares ocorrem
previamente as alteragdes histoldgicas, que costumam ser identificadas no tumor quando
ele j& ¢ clinicamente visivel para a coleta de material para bidopsia (ANAND et al., 2018;

BANIEBRAHIMI; MIR; KHANMOHAMMADI, 2020).

A alteragdo na expressao de SUV39HI1 ja foi demonstrada em outros canceres,
como o adenocarcinoma de pulmdo, carcinoma de células escamosas de eso6fago e na
doenga cronica renal (WANG et al., 2018; ZHENG et al., 2018; ZHOU et al., 2019) e ja
foi usada como marcador proliferativo, com possivel ligacdo com o prognéstico dessas
doengas. J4 se sabe também que a telomerase esta alterada, apresentando niveis
aumentados na maioria dos tipos de canceres (IVANCICH et al., 2017) . Além disso, as
duas enzimas podem possuir uma relacdo, ja que foi relatado que na auséncia de SUV39H1
a cromatina telomérica perde a sua caracteristica de heterocromatina e a atividade de
SUV39H1 pode ter influéncia na regulagao do comprimento dos telomeros, por modular a
transcricdo génica de hTERT pela sinalizagdo realizada por metilagdo da regido do
promotor do gene de hTERT (GARCiA-CAO et al., 2004; TRYBEK et al., 2020). Assim,
este estudo busca melhorar o entendimento acerca do comportamento desses genes
especificamente para a situacdo do cancer de boca, que ainda apresenta uma lacuna de
entendimento nesta area, caracterizando o perfil de expressdo do gene SUV39HI e do
hTERT, além de uma possivel associa¢do entre eles, importantes mantenedores do material
genético humano e sua possivel associagdo com os dados clinicos destes pacientes, o que
poderéa trazer um maior entendimento do seu papel no desenvolvimento da carcinogénese e

seu potencial para auxiliar no processo de diagnostico ou prognostico da doenga.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Anadlise da expressdao do gene SUV39HI e do gene hTERT da telomerase no
contexto especifico do cancer de boca e assim, juntamente com os dados das analises in
silico feitas em bancos de dados de acesso publico, fornecer evidéncias sobre o perfil

molecular destes genes e sua provavel atuacdo na carcinogénese da boca.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analise do perfil de expressao do gene SUV39HI em amostras normais € tumorais,
de pacientes diagnosticados com cancer de boca;

b) Analise do perfil de expressdo do gene ATERT (telomerase) em amostras normais e
tumorais, de pacientes diagnosticados com cancer de boca;

¢) Analise in silico da expressao dos genes SUV39H1 e hTERT em bancos de dados de
acesso aberto;

d) Analise comparativa dos dados obtidos, associando-os com os dados clinicos

disponiveis nos prontuarios dos pacientes.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. SUJEITOS

As amostras cirurgicas utilizadas neste estudo foram coletadas de pacientes do
Servico de Cirurgia de Cabega e Pescogo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP), que concordaram em participar do estudo,
assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, seguindo-se os padrdes éticos e
de acordo com a aprovagdo do Conselho de Etica e Pesquisa (CEP) local, sob o namero de
registro 9371/2003. Estas amostras, que foram avaliadas por exame histopatologico para
serem classificadas como normais ou tumorais, integravam um banco de amostras do

HCFMRP-USP, que por uma parceria foram cedidas para este estudo.

As amostras tumorais foram processadas em Ribeirdo Preto e enviadas ja& como
cDNA, enquanto as amostras normais foram enviadas para processamento em Brasilia.
Sendo assim, estas amostras normais podem ter sofrido degradacdo no transporte, e por
serem amostras de margem tumoral, podem apresentar pouco contetido normal vidvel para
analise. Por isso, as amostras normais, que inicialmente eram 42, foram reduzidas a 9, apos
diferentes analises de qualidade. As amostras tumorais utilizadas incluiram 42 amostras,

ndo pareadas com as normais.

4.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS, SINTESE DE ¢cDNA E
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUATITATIVA
(qPCR)
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A andlise da expressdo génica de SUV39HI e hTERT foi realizada usando-se a
técnica ja estabelecida de PCR quantitativa em tempo real, em que o material genético ¢
amplificado usando-se a enzima polimerase em ciclos de temperaturas diferentes, onde o
material genético se desnatura, as sondas se ligam a ele e entdo a enzima age, copiando a
fita de material genético. A cada ciclo o material ¢ aumentado pelo dobro, sendo feitos

durante o ensaio, varios ciclos, repetidamente.

A preparacao das amostras iniciou-se com a extracdo do RNA total, tanto das
amostras tumorais como de suas margens normais, com o kit de extragdo AllPrep
Universal Kit da empresa Qiagen (Germantown, Maryland, EUA). O RNA extraido foi
entdo convertido em DNA complementar, usando-se a enzima transcriptase reversa e
primers com calda poli T, componentes do kit Superscript II da empresa Invitrongen

(Carlsbad, California, EUA).

As amostras foram analisadas em duplicata e cada pogo da placa foi preenchido
com uma dilui¢ao da amostra na proporcao de 1:10. O experimento foi feito utilizando o
equipamento StepOnePlus®, também da empresa Thermo Fisher (Foster City, California,
EUA), que controla a variacdo de temperatura, correspondente aos ciclos da reagdo e
interpreta a fluorescéncia liberada durante o seu decorrer. As sondas utilizadas foram
SUV39H1 (Hs00957892 ml), p-actina (Hs99999903 ml) e hTERT (Hs00972656 m1) da
Thermo Fisher (Foster City, Califérnia, EUA).

Ao final do processo, o ciclo de quantificacao (Cycle quantification, Cq) ¢ definido.
A partir dele ¢ calculada a quantificagdo relativa da expressdo génica das amostras,
usando-se um gene de controle enddégeno como normalizador e uma amostra normal como
referéncia. Neste estudo foi usado o gene f-actina como gene enddgeno e o calculo
matematico usado para a quantificagio relativa foi o 224“9 (PFAFFL, 2001;

SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

4.3. ANALISE ESTATISTICA

A partir da quantificacdo relativa da expressdo génica, obtida pelos ciclos de
quantificagdo e calculo matematico, foi realizada uma analise estatistica, usando-se o teste
para dados nao paramétricos de Mann-Whitney, com o programa GraphPad Prism® versao

8, comparando-se o grupo de amostras normais com o grupo de amostras tumorais de boca.
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Além disso, foi realizada uma analise estatistica de correlacdo entre a expressao dos genes
SUV39HI e hTERT pelo teste de Spearman. Também foi feito o Teste de Fischer, para
avaliar frequéncias em categorias de variaveis qualitativas, para analisar a distribuicao dos
dados clinicos de acordo com a expressao dos genes nas amostras. Por ultimo, foi analisada
a expressao dos genes nas amostras tumorais de acordo com as caracteristicas clinicas dos
pacientes (género, idade, localizacdo do tumor, estadiamento, metastase, recidiva e 6bito)

pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

4.4. ANALISE IN SILICO

Para complementar os dados obtidos neste estudo, foi realizada uma anélise com
dados referentes aos genes SUV39HI e hTERT disponiveis em bases de dados de acesso
aberto, que reunem dados brutos de diferentes tipos de experimentos de alto rendimento,

de estudos ja realizados.

A busca nessas bases de dados ocorreu com os termos para os genes “SUV3I9HI” e
“TERT”, especificamente para a espécie Homo sapiens, e “head and neck squamous cell
carcinoma”. Foi feita a busca por informagdes sobre expressao génica, dados clinicos como
género, idade, localizagdo do tumor, indices de mutagdes para os genes, sobrevida, entre
outras informagdes que poderiam ser relevantes para o estudo. Nao foi possivel fazer
selecdo da localizagdo anatdmica do cancer para filtrar e selecionar apenas as regides da

boca, para ficar mais semelhante ao sitio anatomico dos tumores das amostras usadas neste

estudo.
Tabela 1: Descri¢cio das Bases de Dados utilizadas na pesquisa in silico.
Bases de Dados
Oncomine https://oncomine.org
UALCAN http://ualcan.path.uab.edu/
The Cancer Genome https://www.cancer.gov/about-
Atlas (TCGA) nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga

5. RESULTADOS
5.1. DADOS CLINICOS

Abaixo sdo apresentados os dados clinicos relativos aos pacientes com cancer de

boca que participaram deste estudo, demonstrando as informagdes sobre género, idade,
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localizag¢do anatomica, estadiamento dos tumores e dados relacionados a ocorréncia ou ndo
de recidiva, metastase e obito. De acordo com os dados clinicos, ha a predominancia do
género masculino, correspondendo a 90% das amostras e com a maioria dos sujeitos na
faixa dos 36 aos 60 anos de idade. Ja no quesito localizagdo anatomica, a maioria dos
tumores estava localizada no assoalho da boca em 42% das amostras e na lingua em 44%
das amostras. A maior parte das amostras se encontrava nas fases de estadiamento T2 e T4.
Ainda, a maioria dos sujeitos apresentou recidiva do tumor e, até¢ o ultimo momento de
acompanhamento realizado, a maioria ndo havia ido a 6bito. E importante ressaltar que ha
dados faltantes sobre estadiamento, recidiva e dbito para muitos pacientes, o que interfere

nos resultados destas analises realizadas.

Grifico 2: Distribuicio dos pacientes de acordo com o género.
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Grifico 3: Distribuicio dos pacientes de acordo com as faixas etarias.
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Grafico 4: Distribuiciio dos pacientes de acordo com a localizaciio anatéomica dos tumores.
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Grifico 5: Distribuicio dos pacientes de acordo com o estadiamento dos tumores.
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Gréfico 6:Distribuicio dos pacientes de acordo com a ocorréncia de recidiva dos tumores.
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Grafico 7: Distribuicio dos pacientes de acordo com a ocorréncia de obitos.
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5.2. qPCR
52.1. SUV39HI

Observando-se os resultados da andlise estatistica que foi realizada a partir dos
dados da quantificagdo relativa da expressao génica ¢ possivel dizer que, houve uma maior
expressao de SUV39HI em amostras normais quando comparada com a expressao em
amostras tumorais, com significancia estatistica (p=0,0007), como pode-se perceber pela
mediana obtida de cada grupo (mediana da quantificagdo relativa (QR) das amostras
normais QR(N)= 1,227 e das amostras tumorais QR(T)= 0,5250) e como ¢ demonstrado

visualmente no Grafico 8.

Grifico 8: Expressdo de SUV39H1 em amostras normais e tumorais pelo calculo matematico 2-44€4,
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5.2.2.  hTERT (TELOMERASE)

Observando-se os resultados da andlise estatistica que foi realizada a partir da
quantificagdo relativa da expressao do gene ATERT, foi possivel perceber uma expressao
génica maior nas amostras tumorais, quando comparada com a expressdo génica nas
amostras normais, sem significancia estatistica (p=0,276), como ¢ possivel perceber pela
diferenca entre as medianas das amostras normais e tumorais (mediana da quantificacao
relativa (QR) das amostras normais QR(N)= 5,179 e das amostras tumorais QR(T)= 69,76)
e como ¢ demonstrado visualmente no Grafico 9. A diferenca entre as medianas fica ainda
mais clara quando observada no Grafico 10, um grafico seccionado que separa os outliers e

permite uma melhor visualiza¢dao dos dados.

Grifico 9: Expressdo do gene A”TERT em amostras normais e tumorais pelo calculo matematico 2444
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Grifico 10 - Expressdo do gene A”TERT em amostras normais e tumorais em grafico seccionado.
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5.3. ANALISE DE CORRELACAO
53.1. CORRELACAO ENTRE hTERT x SUV39H]1

Com o teste de Spearman foi feita a andalise para verificar se as expressoes dos
genes hTERT e SUV39HI possuem uma correlagdo. O coeficiente r foi de 0,151, sendo
uma correlacdo positiva fraca, e com valor de p ndo estatisticamente significativo de

0,3399. O Grafico 11, relativo a correlagdo, ¢ demonstrado abaixo.

Grifico 11: Correlacio de Spearman entre a expressiao dos genes A" TERT e SUV39H]I.

Correlagao
4
34 °
% 2
S Toe
=
® 1 8eee o: ®
L ]
e O °
0+ [rrrror e [TrrrrreTre 1
0 500 1000 1500
hTERT

21



5.4. ANALISE DE ASSOCIAC'AO ENTRE A EXPRESSAO DOS
GENES E OS DADOS CLINICOS

Para testar se havia diferenga de expressdo dos genes SUV3I9HI ou hTERT nas
amostras tumorais, de acordo com as caracteristicas clinicas dos pacientes, foi feita uma
analise usando-se o teste de Mann-Whitney, estratificando-se cada dado clinico em dois
grupos. Esta estratificacdo de cada caracteristica clinica foi feita baseada em dados

disponiveis na literatura. Nao foi encontrada significancia estatistica nestas analises.

5.4.1. EXPRESSAO DO GENE SUV39HI x DADOS CLINICOS

Na andlise de associacdo de cada caracteristica clinica estratificada em dois grupos
e a expressdo do gene SUV39HI, nio houve resultado estatisticamente significativo

(Figura 5).

Figura 5 - Graficos da andlise de associacio entre a expressido de SUV39H]1 e os dados clinicos dos

pacientes.
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5.4.2. EXPRESSAO DO GENE hTERT x DADOS CLINICOS

Na analise de associac¢ao de cada caracteristica clinica estratificada em dois grupos

e a expressao de ATERT, nao houve resultado estatisticamente significativo (Figura 6).

Figura 6 - Graficos da analise de associacio entre a expressiao do gene hTERT e os dados clinicos dos

pacientes.
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5.5. ANALISE DE CONTINGENCIA

Na andlise de contingéncia, feita pelo Teste de Fischer, foram criadas tabelas 2x2
de acordo com a distribui¢do da expressdo gé€nica e da categoria do dado clinico e entdo
avaliadas as suas frequéncias. A estratificacdo da expressdo gé€nica em alta e baixa foi feita
considerando-se a mediana de expressao das amostras tumorais como ponto de corte. O
resultado esta disposto na Tabela 2. Nao houve resultado com significancia estatistica para

esta analise.
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Tabela 2: Andlise de Contingéncia entre a expressiao de SUV39H1 e hTERT e os dados clinicos.

SUV39HI hTERT
Caracteristicas Baixa Alta Baixa Alta
N (%) N (%) P N (%) | N(%) P
Idade
Ate 60 (54&4) (451.16) >0,9999 (471.606) (521.%4) 0.7092
. 4 7 3 5
Acima de 60 (36.36) | (63.64) (37.50) | (62.5)
Género
. 20 18 17 | 2
Masculino 52.63) | @7.37)| 2% | 4a.74) | (55.26) | 7099
Feminino ! 3 2 2
(25.0) | (75.0) (50.0) | (50.0)
Estadiamento
9 7 9 0,7047
Tl eT2 TUT) | 5005) | 09999 | (435 | 560
7 4 8
T3eT4 > (41.67) | 5833 (33.33) | (43.75)
Recidiva
. 10 9 7
Sim 6 (37.5) (62.5) >0,9999 (56.25) | (43.75) 0,2108
A 5 2 6
Nao 4(4444) | (55 56) (25.0) | (75.0)
Obitos
. 14 8 10
Sim 7L | T | 03975 | 0| (5.5 | 709999
_ 9 T 12
Ndo 10.(60.87) | 39 13 47.83) | (52.17)

5.6. ANALISE IN SILICO
5.6.1. UALCAN

5.6.1.1 SUV39H1

De acordo com o UALCAN, que fornece dados brutos do sequenciamento do
transcriptoma de canceres e tecidos normais, a expressdo do gene SUV39HI ¢ maior nas
amostras tumorais de cabecga e pescogo do que nas amostras normais, sendo a mediana da
expressao de SUV39HI em amostras tumorais de 9,764 TPM e a mediana em amostras
normais de 4,726 TPM, com significancia estatistica (p < 0,05). Esse banco de dados
utiliza as amostras do projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA), sendo 520 amostras de

carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o e 44 amostras normais. A diferencga
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entre as medianas de expressdo génica foi de 5,038 TPM. A unidade TPM mede quantas

moléculas tinham para cada milhdo de moléculas de RNA no sequenciamento.

Grafico 12: Expressio do gene SUV39H1 em amostras normais e tumorais de acordo com o banco de
dados UALCAN. Adaptado.
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Ainda de acordo com este banco de dados, os pacientes que apresentam uma alta
expressao do gene SUV39HI possuem uma menor sobrevida quando comparados com os
pacientes que apresentam média ou baixa expressao do gene SUV39HI, com significancia

de p <0,05.

Grafico 13: Curva de sobrevida de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
de acordo com os niveis de expressio do gene SUV39H1. Adaptado.
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5.6.1.2. hTERT

De acordo com a busca realizada no banco de dados UALCAN, a expressao do
gene ATERT ¢ maior nas amostras tumorais do que nas amostras normais, sendo a mediana
da expressdo do gene ATERT em amostras tumorais de 0,091 TPM e a mediana em
amostras normais de 0,008 TPM. Mesmo a expressdo do gene nas amostras tumorais sendo

maior, o banco de dados ressalta que sao expressoes baixas, abaixo de 0,2 TPM.

Grifico 14: Expressao do gene ”TERT em amostras normais e tumorais de acordo com o banco de
dados UALCAN. Adaptado
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Ainda de acordo com esse banco de dados, os pacientes que apresentam uma alta
expressao do gene ATERT possuem uma maior sobrevida quando comparados com os

pacientes que apresentam média ou baixa expressao do gene ATERT.
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Grafico 15: Curva de sobrevida de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
de acordo com os niveis de expressio do gene A”TERT. Adaptado.
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5.6.2. The Cancer Genome Atlas (TCGA)

No The Cancer Genome Atlas (TCGA), projeto sobre a genomica de vdrios
canceres, além de haver dados de gendmica, transcriptomica e protedmica, ¢ possivel
também extrair dados clinicos referentes aos pacientes das amostras, como mostrado

abaixo em graficos.

Grifico 16: Distribuicdo das amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco de
acordo com a localiza¢io anatomica dos tumores dos pacientes do The Cancer Genome Atlas (TCGA).
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Grifico 17: Distribuicdo das amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco de
acordo com o género dos pacientes do The Cancer Genome Atlas (TCGA).
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Grifico 18: Distribuicio dos pacientes de acordo com a ocorréncia de 6bitos, segundo os dados clinicos
do The Cancer Genome Atlas (TCGA).
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5.6.3. Oncomine

O Oncomine ¢ uma base de dados que permite a busca de dados de expressao
génica de experimentos de microarranjos de DNA, realizados por varios estudos. De
acordo com dados disponibilizados por um estudo nesta base de dados, a expressdo de
SUV39HI em amostras tumorais de cabeca e pesco¢o foi menor do que a expressdo em
amostras normais de pacientes saudaveis. Foi possivel, ainda, obter os dados clinicos
referentes aos pacientes desse estudo. Foram usadas 13 amostras de mucosa normal de
pacientes saudaveis e 41 amostras de carcinoma de células escamosas de cancer de cabega

€ PESCOCO.
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Grifico 19: Expressao do gene SUV39HI em amostras normais e tumorais em pacientes com
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco de acordo com o0 banco de dados Oncomine.
Adaptado.
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Grifico 20: Distribuicdo das amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco de
acordo com a localizacio anatémica dos tumores dos pacientes do Estudo de Gino.
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Grifico 21: Distribuicdo das amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco de
acordo com o género dos pacientes do Estudo de Gino.
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Grafico 22: Distribuicao das amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo de
acordo com o estadiamento dos tumores dos pacientes do Estudo de Gino.
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6. DISCUSSAO

No estudo apresentado, foi identificada uma baixa expressao do gene da
metiltransferase SUV39H1 em nossas amostras de carcinoma de células escamosas de boca
quando comparadas com a expressdo génica de amostras de margem normal.
Considerando-se as fungdes que essa enzima desempenha, principalmente sua atuagdo no
reparo do DNA, manutencdo do telomero e como supressor de tumor (JOHNSON et al.,
2017; LU et al., 2019; ZHANG et al., 2019), seria compreensivel a presenga de uma baixa
expressdo nas amostras tumorais, pois com o0s baixos niveis da enzima haveria uma
atenuacao destas funcdes descritas, o que favoreceria o ambiente para a sobrevivéncia e

multiplicagdo das células tumorais.

Esse resultado ¢ consoante com resultado encontrado na andlise em bancos de
dados do Estudo de Matthew A. Ginos, que analisou o transcriptoma de amostras de
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo pela técnica de microarranjo de
cDNA. Este estudo realizou uma analise abrangente da expressdao de centenas de genes,
visando identificar aqueles que teriam uma expressao diferencial, nos casos de cancer com
invasdo e metastase. Esse grande nimero de dados brutos foi disponibilizado para anélise
de bioinformatica em plataformas de acesso aberto, onde a analise in silico da expressao de
SUV39H1 foi realizada (GINOS et al., 2004). Este estudo apresenta semelhancas com o
nosso, como o numero de amostras utilizadas, tanto normais como tumorais, a regiao
anatomica das amostras (mesmo com presenca de amostras da laringe e faringe, a maior

parte € proveniente da regido da boca), a maioria pertencente ao género masculino e por
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fim o perfil de expressdo encontrado, que ¢ semelhante ao achado nesse estudo, mostrando

a expressao de SUV39H1 menor em tumores quando comparada com amostras normais.

Entretanto, quando procuramos informagdes acerca da expressao do gene SUV39H 1
em outro banco de dados, como o0 UALCAN, que usa os dados disponiveis das amostras do
The Cancer Genome Atlas (TCGA), encontramos como resultado que a expressdao génica
em amostras tumorais € maior do que em amostras normais, divergindo, portanto, do

resultado encontrado neste estudo.

A divergéncia persiste quando analisamos outros estudos sobre outros canceres. Em
carcinoma de colon, por exemplo, SUV39H] apresentou alto nivel de expressdo génica nas
células tumorais (LU et al., 2019), participando do controle da progressao do ciclo celular
desse tumor (LU et al., 2020). Em cé¢lulas dos vasos sanguineos, principalmente na camada
muscular chamada neointima, a elevada expressao de SUV39H1 demonstrou influenciar na
hiperplasia da regido, apos a ocorréncia de lesao vascular (ZHANG et al., 2019). Em
estudo que realizou o knockdown de SUV39H1, com uma reducao nos niveis de H3K9me3
em histonas, foi observada uma maior migragdo celular em células de tumor de colo do
utero quando comparadas com células que possuiam maiores niveis da trimetilagao
realizada por SUV39H1 na lisina 9 (RODRIGUES et al., 2019). SUV39H1 apresenta alta
expressao também em cancer de estdmago, cancer de figado e cancer colorretal (SAHA;
MUNTEAN, 2021). J& em rabdomiossarcoma, SUV39H1 apresenta uma baixa expressao
(YANG et al., 2010).

Essa heterogeneidade nos resultados de expressdo do gene SUV39HI talvez possa
ser explicada por alguns fatores, como a influéncia de alteragdes genéticas e epigenéticas
da populagao estudada, ja que tanto este estudo quanto o de Ginos usaram amostras de
populagdes bem estritas e regionalizadas, enquanto o projeto TCGA, além de possuir um
numero bem mais expressivo de amostras, ndo fica restrito a uma tUnica localidade. Os
tipos e locais das alteracdes génicas encontradas em diferentes canceres podem influenciar
de diferentes maneiras esta enzima, sendo uma das possiveis explicagdes para a
heterogeneidade na expressdo de SUV39HI. Por exemplo, enquanto reprime a
transformagao maligna em células cancerigenas no cancer de mama, promove proliferacao
celular e metastase no carcinoma colorretal (SAHA; MUNTEAN, 2021). Assim,
SUV39HI aparenta ter diferentes padrdes a depender da localizagdo anatomica, tipo de

tumor e outras especificidades, como quais vias de sinalizagdo sdo ativadas ou ndo,
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demonstrando a relevancia de se caracterizar sua func¢do especificamente para o cancer de
boca. Outro ponto a ser considerado é que cada estudo usa uma técnica diferente de
analise. Enquanto nesse estudo foi usada uma analise por PCR quantitativa em tempo real,
que ¢ um método mais direto e considerado padrao ouro para analises de expressdo génica,
o estudo de Ginos fez uma andlise de microarranjo ¢ o TCGA, de sequenciamento de
RNA, técnicas de alto rendimento e menor acuracia para quantificacdo génica. Ainda,
nossas amostras possuem um perfil diferenciado, apresentando um grupo amostral mais
jovem. Além disso, ha a diferenca da localizagdo dos tumores, ja que apenas esse estudo
mostra um resultado que ¢ especifico para amostras provenientes somente da regido

anatomica da boca. S3o necessarios mais estudos para que se possa dirimir essa questao.

Hé diferentes padrdes de distribui¢ao do cancer de boca entre as varias regioes do
globo, j& que o organismo sofre influéncia das vivéncias, do meio ambiente e de habitos,
que sao diferentes em cada cultura e populagdo, diferenciando os fatores de risco que mais
influenciam na chance de cada populagdo vir a ter uma alteracdo que possa desencadear
um processo de carcinogénese. Um exemplo ¢ a maior incidéncia do cancer de boca em
populacdes asidticas, que aumentou nos ultimos 30 anos, passando a uma taxa de 4,9 a
cada 100.000 habitantes. Nessa populacdo ha a influéncia de habitos regionais como o
consumo de varias formas de tabaco, do betel-quit e castanha areca. Essas demonstragdes
ressaltam a importancia de se estudar populagdes especificas, para conseguir entender
melhor a relacdo entre as alteragdes genéticas e epigenéticas na carcinogénese da boca

(CONCHING; THAYER, 2019; SHRESTHA et al., 2020; XIE; SHANG, 2022).

Ainda de acordo com resultados encontrados na analise in silico realizada,
pacientes que apresentaram maior expressdo do gene SUV39HI teriam uma menor
sobrevida, tendo um efeito negativo no prognostico de pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabecga e pescoco. Esse resultado converge com a andlise realizada em um
estudo, onde foi investigado se a alta expressdo de SUV39HI tinha correlacdo com a
sobrevida dos pacientes, e, na maioria dos canceres, a alta expressao ficou relacionada com

uma menor sobrevida (RODRIGUES et al., 2019).

Ja em relacdo ao gene da parte catalitica da telomerase, hTERT, este estudo
identificou uma tendéncia de aumento na expressdo deste gene nas amostras tumorais
quando comparada com as amostras de margem normal, sendo relevante destacar a

expressiva diferenca encontrada entre as medianas da expressdao das amostras tumorais e
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das amostras normais. Na analise in silico realizada neste estudo, observou-se também uma
maior expressdo do gene hTERT em amostras tumorais quando comparada com amostras
normais. Esses resultados vao de encontro aos resultados descritos na literatura, que
relatam haver baixa ou quase nenhuma expressdo de telomerase em células normais,
enquanto em células tumorais a telomerase se encontra elevada em muitos casos. Isso
ocorre porque, em células normais, com a progressao da vida celular, ha o encurtamento
dos telomeros. Quando o encurtamento chega ao seu limite, com risco de causar danos ao
material genético, a célula para de se replicar e se prepara para a apoptose ou senescéncia,
impedindo a proliferacdo anormal da célula, evento comum na carcinogénese. Assim, a
telomerase presente na célula permite que o alongamento dos telomeros sempre ocorra,
levando as células a uma proliferacdo ilimitada, a chamada imortalizacdo celular,
explicando porque no cancer a expressdo aumentada de telomerase ¢ vantajosa para o
tumor. Ainda, como mencionado na introdugdo, 85% dos canceres apresentam a
telomerase aumentada, mas ndo sdao todos, sendo esse resultado importante para
caracterizar que no cancer de boca ela estd aumentada (MIZUKOSHI; KANEKO, 2019;
XI; CECH, 2014).

Por estar aumentada, e possuir as fungdes nao-canOnicas como aumentar a
proliferagdo celular, a telomerase ¢ um potencial alvo farmacoldgico para terapia anti-
cancer, como inibidores da telomerase, com a possibilidade de serem mais seletivos que os

outros tratamentos tradicionais (BEREI et al., 2020; CHEN; ZHANG, 2016).

De acordo também com os resultados encontrados na analise in silico realizada,
pacientes com cancer de cabega € pescoco que apresentaram maior expressao génica de
telomerase (hTERT) teriam uma maior sobrevida, indicando esta alta expressdo como
tendo um efeito positivo no prognostico de pacientes com carcinoma de células escamosas
de cabega e pescoco. Esse resultado encontrado ¢, em um primeiro momento, contraditdrio,
ja que a alta atividade de telomerase estd associada ao cancer. Entretanto, ja foi visto em
um estudo de cancer de bexiga que mutagdes no promotor do gene TERT, especificamente
o polimorfismo rs2853669, podem influenciar a sobrevida de pacientes com céancer,
podendo a maior sobrevida nao estar associada diretamente com a presenca da enzima, mas
com fatores que nao foram analisados nesse trabalho, como a atividade da enzima em si,
ou fatores como mutagdes. Em outro estudo, foi relatada a possivel associacdo do

polimorfismo ~ '**’T/C hTERT da telomerase com a sobrevida de uma populagdo, sendo
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que essa relagdo sofre diferencas de acordo com fatores como género e idade, e a relagdo
desse polimorfismo com a mortalidade ndo foi influenciada pela presenca de doengas como
o cancer. Esse conjunto de fatores e suas possiveis associacdes podem ser uma das
explicacdes para o resultado inicialmente controverso na sobrevida de pacientes que
apresentam alta expressdo da telomerase no cancer de cabeca e pescoco, mas ¢ uma

tematica ainda em discussdao (KALPOUZOS et al., 2016; RACHAKONDA et al., 2013).

E importante ressaltar ainda que, algumas amostras de margem normal deste estudo
apresentaram certa tendéncia de expressdo de telomerase (hTERT), quando o resultado
esperado seria ndo haver expressao génica (IVANCICH et al., 2017). Esse acontecimento
poderia ser explicado pelo fendmeno de cancerizacdo de campo, onde alteracdes
moleculares de transformacdao maligna ocorrem em toda uma éarea que foi exposta aos
mesmos fatores carcinogénicos, mesmo que a mucosa apresente uma aparéncia normal,
sem qualquer mudanga de cunho histologico, tratando-se de um processo molecular que
demoraria para ser visualizada microscopicamente. Ainda, ha a possibilidade de podermos
relacionar esse acontecimento com a presenga de um infiltrado de linfocitos na amostra
normal, que podem estar presentes como resposta do sistema imune ao cancer, e quando
estdo na sua forma ativada possuem maior atividade da enzima telomerase (BRAAKHUIS
et al., 2003; DOTTO, 2014; NAKASHIMA et al.,, 2017; PATRICK; WENG, 2019;
SLAUGHTER; SOUTHWICK; SMEJKAL, 1953).

Nossas amostras de margem normal, para que pudessem ser incluidas no estudo
como amostras normais, foram analisadas por um patologista. Entretanto, por serem
células da margem tumoral, poderiam j& ter iniciado um processo molecular de
transformagdo cancerosa, como explicado anteriormente, possivelmente justificando esse
comportamento nao esperado de algumas amostras de margem normal para a expressao de
hTERT. Esse achado enfatiza a importancia dos estudos moleculares em células
cancerosas, pois € a chance de identificar mudangas significativas quando a célula ainda se
apresentaria com morfologia normal em uma bidpsia tecidual, tendo-se a chance de intervir

de forma mais precoce e possivelmente menos danosa para o paciente.

Mesmo estando descrita na literatura uma relagao entre as enzimas SUV39HI1 e a
telomerase (hTERT), ja& que SUV39H1 atua nas areas mais condensadas do cromossomo,
que sdo os telomeros e centromeros, regulando o estado de condensacdo do material

genético e sua estabilidade, tendo sido relatado que na auséncia de SUV39HI a cromatina
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telomérica perde a sua caracteristica de heterocromatina e ainda, que a atividade de
SUV39HI também influencia na regulagdo do comprimento do telomero, por modular a
transcricdo génica de hTERT (GARCIA-CAO et al., 2004; JOHNSON et al., 2017;
TRYBEK et al., 2020), na andlise realizada entre as expressdes destes genes nas amostras
tumorais ficou demonstrada relagdo sem significancia estatistica, ndo tendo aparentemente

uma influéncia de SUV39H1 sobre h'TERT nas nossas amostras de ciancer de boca.

Os dados clinicos dos pacientes revelaram que das 42 amostras tumorais, 38
correspondiam ao género masculino, sendo 90% do total de casos. No estudo de Ginos
(GINOS et al., 2004). e de acordo com os dados clinicos do TCGA, também foi
predominante a ocorréncia do cancer de boca e de cabega e pescoco no género masculino,
com 71% e 70% respectivamente, corroborando com os dados clinicos dos pacientes deste

estudo.

As idades dos pacientes desse estudo estavam entre 36 e 83 anos, demonstrando
uma grande amplitude na faixa etaria, mas a maioria das amostras se concentraram na faixa
de 36 a 60 anos, abaixo da habitualmente descrita como prevalente na literatura para
pacientes com cancer de boca. Quanto ao estadiamento, grande parte das amostras que
possuiam essa informagdo disponivel se encontravam nos estagios iniciais T1 e T2,
enquanto, para o Estudo de Ginos (GINOS et al., 2004), a maioria dos casos estava nos
estagios mais avancados T3 e T4, mostrando que esta parcela dos pacientes do nosso
estudo, possivelmente, foi diagnosticada em um estagio mais precoce. A principio, este
perfil, ressaltando que ha bastante dados faltantes de pacientes, ndo teve influéncia positiva

nas taxas de recidiva e obito.

Quanto aos oObitos ocorridos, 14 nao tiveram Obito até o ultimo momento de
acompanhamento dos pacientes e 18 vieram a obito. Em relagdo a recidiva, 19 pacientes
tiveram o retorno do carcinoma de cé¢lulas escamosas, enquanto 10 nao tiveram recidiva
apos a cirurgia e 13 pacientes ndo possuiam informacao disponivel sobre esse dado. Ja em
relacdo a metéstase, em 33 pacientes ndo foi possivel avaliar sua presenga, tendo apenas 4
pacientes com dado conclusivo da auséncia de metastase (M0) e 5 com a presenga de

metastase (M1).

Em relacdo a localizagdo anatomica dos tumores, estas foram predominantes nas

regides da lingua, em 44% das amostras, e assoalho da boca, em 42% das amostras. O
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mesmo ocorre nos dados clinicos obtidos do The Cancer Genome Atlas (TCGA), quando
avaliada apenas a regido de boca, excluindo-se laringe e faringe, com 39,9% das amostras
localizadas na lingua e 14,32% das amostras localizadas no assoalho da boca. Ja no Estudo
de Ginos (GINOS et al., 2004), ndo ha a separagao da localizagdo em sub-regides da boca,
mas a maioria das amostras sdo de cavidade oral, correspondendo a 44% das amostras
usadas no estudo. E possivel perceber, de modo geral, que os casos se ddo em sua maioria
na macrorregido da boca, e quando fragmentamos essa regiao em sub-regioes, a lingua e o
assoalho da boca sdo os locais de maior incidéncia do carcinoma de células escamosas de

boca.

Por fim, hé dificuldades quando se trabalha com dados clinicos, pela dificuldade de
continuidade no acompanhamento dos pacientes para coleta de dados, ja que,
principalmente no servigo publico, muitos descontinuam o tratamento ou ha a perda do
contato com o paciente e assim, ndo ¢ possivel coletar os dados ao longo do processo do
acompanhamento. Falta ainda uma padronizagdo para o processo de coleta de dados entre
os estudos na area, ja que cada estudo apresenta apenas alguns dados, sendo dificil achar
uma homogeneidade quanto as categorias, e principalmente, ¢ dificil achar informagdes
relativas ao consumo de etanol e tabaco. Os dados clinicos sdo importantes para pesquisas
como essa pois podem ajudar a caracterizar sinais de alerta para os profissionais e agentes

de satide e também contribuir para o maior entendimento da doenca.

E importante também salientar que essa pesquisa foi desenvolvida durante o
periodo da pandemia do SARS-CoV-2, o que trouxe maiores desafios para sua execugao e

finalizacao.

7. CONCLUSAO

Este estudo ¢ o primeiro a caracterizar a expressao do gene SUV39HI no cancer de
boca, tendo sido encontrado uma baixa expressao quando comparada com a expressao em
tecidos normais. Este ¢ um resultado de suma importancia, principalmente devido a
heterogeneidade que a expressdo do gene SUV39H1 apresenta em diversos canceres. Sao
necessarios ainda estudos complementares sobre o comportamento deste gene, com um
maior namero amostral, e estudos da enzima e do seu produto, a metilacdo de histonas,

para que seja possivel dizer de fato se SUV39HI pode ser usada como um marcador
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molecular para o cancer de boca. Ja para hTERT, foi possivel determinar que ela possui
uma tendéncia de aumento da expressdo no cancer de boca, sem ter uma associacdo com
SUV39H1. Ainda, os dados clinicos das amostras mostraram ser consistentes com aqueles
presentes na literatura e aqueles achados na analise in silico, apontando para uma boa
representatividade da nossa amostra e havendo a possibilidade de serem usados como
sinais de alerta para a deteccdo do cancer de boca, como em casos de exames de rotina ou

aparecimento de lesdes na regiao da boca.

Como o panorama para o cancer de boca se encontra estagnado, sem novas
estratégias de manejo desta doenca, e por ser pelos biomarcadores moleculares que ha a
possibilidade de se identificar alteracdes celulares mais profundas e de maneira mais
precoce, fatores que contribuem para uma maior efetividade na luta contra o cancer,
mesmo que ainda ndo seja conclusivo, este estudo abre o caminho para que se tenha dados
especificos, até entdo ndo disponiveis na literatura cientifica, sobre a expressdo destes
genes no cancer de boca, buscando a precocidade da identificacao desta doenca e melhores

perspectivas para os pacientes.

Como disse Alan Watts em seu livro “A palavra agora indica que algo teve de vir
antes” (ALAN WATTS, 2009), assim como para a ciéncia ¢ a pesquisa evoluirem, tem-se
de comecar por algum ponto. Assim, esta pesquisa aqui descrita inicia 0 caminho para

colaborar no progresso dos estudos sobre os genes SUV39H1 e hTERT no cancer de boca.
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