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RESUMO

EDUARDO, V.M. Perfil de metilagcéo e expressao do gene CDKNZ2a em carcinoma
epidermdide oral. 2018. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa

de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

Determinacéo e validacdo de biomarcadores tumorais sao importantes para avaliar o
progndéstico de pacientes com cancer. Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil
de metilacdo e de expressdo do gene CDKN2a como possivel a biomarcador de
prognéstico em pacientes com carcinoma epidermoide oral (CEO). Foram
selecionados 115 casos com diagndstico conclusivo de CEO destes 70 apresentavam
tecido tumoral congelado. Dados clinico-patolégicos foram obtidos por meio de
entrevista e analise de prontuarios. Cinquenta e cinco amostras de DNA com
qualidade obtidas foram submetidas a PCR especifica para metilacdo, e os casos
positivos foram submetidos ao sequenciamento de Sanger para avaliar o0s
dinucleotideos citosina-guanina hipermetilados. Expressdo da proteina pl6 foi
avaliada por imunohistoquimica. As andlises estatisticas relacionando os resultados
foram feitas e as curvas de Sobrevida Global e Sobrevida Livre de Doenga foram
elaboradas pelo método de Kaplan-Meier. A frequéncia de hipermetilacdo do CDKN2a
na populacdo estudada foi de 36,4%, sendo que a maior parte das citosinas
localizadas em regibes CpG estavam hipermetiladas e citosinas fora da regido CG
também apresentaram metilacdo. A expressdo de pl6 foi predominantemente baixa
(76,7%) nestas amostras. O perfil de metilacdo ndo mostrou associacdo com 0s
indicadores de progndstico, bem como néo interferiu na Sobrevida Global e Livre de
Doenca. No entanto, os indicadores de prognostico tamanho do tumor, estadio clinico,
metastase linfonodal e modalidade de tratamento mostraram estar associados a
Sobrevida Global. Concluimos que a hipermetilacdo do gene CDKN2a ndo se mostrou
um bom biomarcador de progndéstico no grupo analisado neste estudo, mas parece

desempenhar papel importante na carcinogénese do CEO.

Palavras-chave: Hipermetilagdo. P16. Epigenética. Cavidade bucal.



ABSTRACT

EDUARDO V.M. Methylation and expression. Profile of CDKN2a gene in oral
squamous cell carcinoma. 2018. 56f. Dissertation (Master in Biotechnology —

Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo, Brazil.

Determination and validation of tumor biomarkers are important to evaluate the
prognosis of cancer patients. This study aimed to evaluate the methylation and
expression profile of the CDKNZ2a gene as a possible prognostic biomarker in patients
with oral squamous cell carcinoma (OSCC). We selected 115 cases with conclusive
diagnosis of OSCC of these 70 with frozen tumor tissue available. Clinical-pathological
data were obtained by interview and analysis of medical records. Fifty-five quality DNA
samples were obtained and submitted to methylation-specific PCR, and the positive
cases were submitted to Sanger sequencing to evaluate hypermethylated cytosine-
guanine dinucleotides. Expression of the pl6 protein was assessed by
immunohistochemistry. Statistical analyzes relating the results were made and the
Global Survival and Disease-Free Survival curves were elaborated using the Kaplan-
Meier method. The frequency of hypermethylation of CDKN2a in the study population
was 36.4%, and most of the cytosines located in CpG regions were hypermethylated
and cytosines outside the CG region also presented methylation. The expression of
pl6 was predominantly low (76.7%) in these samples. The methylation profile showed
no association with the prognostic indicators, nor did it interfere with the Global and
Disease-Free Survival. However, prognostic indicators of tumor size, clinical stage,
lymph node metastasis and modality of treatment were shown to be associated with
Global Survival. We conclude that the hypermethylation of the CDKN2a gene did not
prove to be a good prognostic biomarker in the group analyzed in this study, but it

seems to play an important role in the early stages of OSCC's carcinogenesis.

Keywords: Hypermethylation. P16. Epigenetics. Oral cavity.
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1 INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou para o ano de 2016 cerca de 15.490
novos casos de neoplasias localizadas em cavidade oral para cada 100 mil habitantes
no Brasil (INCA, 2015).

Embora novas tecnologias venham sendo desenvolvidas visando melhorar o
tratamento dos pacientes com tumores de cabeca e pescoco, a taxa de sobrevivéncia
manteve-se entre 50-55% nas ultimas décadas (SILVERMAN, 2001). Atualmente ndo
existem biomarcadores que indiguem o comportamento tumoral agressivo, sendo o
status linfonodal o fator progndéstico mais utilizado. Desta forma, € importante
identificar marcadores que permitam uma avaliacdo mais precisa do prognadstico,

visando auxiliar na conduta médica terapéutica (COOMBES et al., 2003).

No entanto, esta busca néo é facil, sobretudo pelo cancer ser uma doenga multifatorial
qgue envolve diversas etapas de transformacéo celular induzidas por mudancas
genéticas e epigenéticas (LOEB; HARRIS, 2008). Além disso, a progressao de muitos
tumores esta intimamente relacionada com alteracbes em genes responsaveis pelo
controle do crescimento e diferenciagdo celular (VERMA; SRIVASTAVA, 2002).

E conhecido que fatores ambientais s&o capazes de produzir mutagées genéticas, e
gue estas podem, em algum momento, levar ao desenvolvimento de algum tipo de
cancer, por sua capacidade de ativar proto-oncogenes ou silenciar genes supressores
de tumor. Da mesma forma, as alteracdes epigenéticas, também ocasionadas por
fatores ambientais, apesar de ndo provocarem modificacdes na sequéncia de bases
do DNA (OLIVEIRA, 2011), podem alterar sua capacidade de transcricao e interferir
na expressao de genes importantes no controle do ciclo celular. Dentre os eventos
epigenéticos relacionados ao desenvolvimento de tumores, 0S mecanismos
relacionados aos processos de hipermetilacdo e hipometilagdo génica sdo os mais
estudados (RODENHISER; MANN, 2006).

A metilagao consiste em uma adigao covalente do grupo metil (CH3) ao carbono 5’ de
uma citosina. Essa modificagcdo ocorre geralmente em uma citosina adjacente a uma
guanina (5 CG 3’ ou ilha CpG) pela acdo da enzima DNA metiltransferase (BIRD,
2007; OLIVEIRA et al., 2010). Em células normais os dinucleotideos CpGs presentes
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nas regides promotoras de genes ativos ndo estdo metilados, porém, quando ocorre
0 acumulo de radicais metil nestes dinucleotideos, estas ilhas tornam-se
hipermetiladas, o que impede os fatores de transcricdo de ligarem-se aos sitios de
reconhecimento da fita de DNA, interferindo na expressao génica, podendo provocar
o silenciamento génico (SINGAL; GINDER, 1999). A hipermetilacdo de genes
supressores de tumor desempenha funcdo silenciadora nestes genes e pode
contribuir para a tumorigénese (ROBERTSON, 2005).

O gene CDKN2a é um gene supressor tumoral responsavel por codificar a proteina
pl6 que tem uma importante funcéo na regulacao do ciclo celular, atuando na fase G1
e impedindo sua progresséao para a fase S (DON et al., 2014). Assim, p16 atua como
supressor tumoral impedindo que fatores de transcricdo sejam liberados provocando
uma parada no ciclo celular. Desta forma, o silenciamento do gene CDKNZ2a por
mutacdo ou hipermetilacdo, pode levar a desregulacao do ciclo celular permitindo que
a célula progrida para uma via oncogénica (SHERR, 2000; COOMBES et al., 2003).

Assim, a busca de biomarcadores de prognéstico em genes reguladores do ciclo
celular que possam estar silenciados por mecanismos epigenéticos, como a
hipermetilacéo, tem sido utilizada como ferramenta para o estudo de diferentes tipos
de tumores, incluindo aqueles da cavidade oral. Desse modo, nossa hipétese € que o
perfil de metilacdo do gene CDKN2a pode estar alterado e associado ao
desenvolvimento do carcinoma epiderméide oral (CEO), interferindo assim em sua
expressdo. Dessa forma, nosso estudo propde-se a avaliar se a hipermetilagcdo do
gene CDKNZ2a pode estar envolvida na tumorigénese do CEO e ser utilizado como

método auxiliar na avaliagcdo do progndéstico em pacientes com estes tumores.

A hipo6tese do nosso estudo é que a hipermetilacdo do gene CDKN2a em CEO pode
ter potencial para auxiliar no prognéstico, contribuindo para identificar a agressividade
tumoral, e desta forma, direcionar a conduta médica para terapias mais

individualizadas
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Determinar o perfil de metilacdo da regido promotora do gene CDKN2a em
células tumorais de CEO e sua aplicagdo como biomarcador de prognéstico em

pacientes acometidos por estes tumores

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o perfil de metilacdo do gene CDKN2a em amostras de CEO;

e Verificar o percentual de citosinas metiladas presentes nas amostras de CEO
e citosinas presentes em ilhas CpG e em contetudo ndo-CG;

e Avaliar a associacdo entre o perfil de metilacdo do gene CDKN2a com a
exposicdo a fatores ambientais como o consumo de alcool e uso do tabaco, e
dados clinico-patoldgicos de tamanho do tumor primario, metastase linfonodal
e estadio clinico;

¢ Relacionar o perfil de metilacdo do gene CDKN2a com a expressao da proteina

p16 no tecido, para avaliar este evento como silenciador da expressao proteica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CANCER BUCAL E EPIDEMIOLOGIA

Em 2012 o cancer atingiu cerca de 14.1 milhdes de pessoas no mundo, sendo
responsavel por aproximadamente 8.2 milhfes de Obitos. A alta incidéncia e
mortalidade tornam o cancer um problema de saude publica. Mais de 60% dos casos
de cancer concentram-se na Africa, Asia e nas Américas do Sul e Central. Juntos,
esses continentes concentram cerca de 70% de todas as mortes por cancer no mundo
(FERLAY et al., 2015).

No Brasil, o cancer da cavidade bucal esta entre os 10 tipos de tumores mais
frequentes, com uma estimativa para o ano de 2016 de 11,27 novos casos a cada 100
mil homens e 4,21 novos casos para cada 100 mil mulheres, sendo o quinto tipo de

cancer mais comum entre os homens e o nono entre as mulheres (INCA, 2015).

Na cavidade bucal, o cancer afeta mais comumente a lingua e o assoalho de boca,
mas também pode acometer diversos outros sitios como a mucosa jugal, gengiva,
palato duro e area retromolar (INCA,2015). O tipo histolégico mais frequente é o
carcinoma epidermadide oral (CEO), também conhecido como carcinoma de células
escamosas ou carcinoma espinocelular. Este tipo de neoplasia tem origem no epitélio
de revestimento e representa cerca de 95% de todos os tumores desta localidade
(BRENER et al., 2007). O diagnostico € realizado por meio de exame fisico e
histopatolégico e, em mais de 70% dos casos, acontece em estadios avancados da
doenca (SHRIDHAR et al., 2016).

A etiologia do CEO é multifatorial, sendo o consumo de &lcool, uso do tabaco fatores
de risco ja bem estabelecidos (DON et al., 2014). O efeito destes agentes
carcinogénicos sobre a célula favorece a iniciacao, transformacao e posterior acimulo
de alteracdes genéticas e epigenéticas, resultando no desenvolvimento tumoral e sua
progressdo. Por interferirem diretamente nos processos de proliferacdo celular e
apoptose, promovem a desregulacédo do ciclo celular e podem permitir com que a

célula adquira outras propriedades caracteristicas da célula tumoral como a
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autonomia de proliferacdo, autossuficiéncia em sinalizacdo celular e angiogénese
(ZHAO et al., 2016).

A infeccdo pelo papiloma virus humano (HPV) subtipos 16 e 18 que possuem alto
risco oncogénico também é incluido como importante fator de risco na carcinogénese
bucal (LEE et al., 2010). O virus tem a capacidade de aumentar o acumulo da proteina
pl16, ocasionando a perda do controle do ciclo celular. Este mecanismo € ativado pelas
proteinas virais E6 e E7, causando a inativacdo da pRb ocasionando o descontrole da
progresséao do ciclo celular e consequentemente o acumulo de p16 que € responsavel

por fazer a regulacéo desta fase (RYU et al., 2017).

No tratamento do cancer, a conduta terapéutica é estabelecida considerando o tipo
histolégico do tumor, o sitio anatdmico, a condicdo clinica do paciente e o
estadiamento clinico. O sistema de estadiamento mais amplamente utilizado para
estes tumores € o sistema TNM, estabelecido pela Unido Internacional Contra o
Cancer. Este sistema de classificacdo de tumores malignos leva em consideracéo a
extensdo do tumor primario, 0 acometimento de estruturas anatbmicas adjacentes e
0 acometimento de estruturas a distancia. O estadiamento clinico é util para auxiliar
na avaliacdo do progndstico e no direcionamento do tratamento adequado, levando
em conta as o tamanho do tumor primario (T), o acometimento linfonodal (N) das
cadeias de drenagem linfatica do sitio anatbmico em que o tumor se encontra, € na
presenca de metastases a distancia (M). Os trés parametros analisados de
classificacdo recebem subclassificagcbes numéricas (Tis a T4, NO a N3, MO a M1) e

sdo agrupados em estadios clinicos como demonstrado na Tabela 1 (UICC, 2016).

Tabela 1. Classificacao TNM e Estadios Clinicos

Estadio Tamanho do Tumor Metastase Me_tasAtas_e a
linfonodal Distancia
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadioll 'L 12 N1 MO
T3 NO, N1 MO
Estadio VA T1, T2, T3, T4a N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
Estadio IVB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO

Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1
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A maior parte dos casos de CEO no Brasil é diagnosticado tardiamente nos estadios
Il e IV, o que implica na reducdo da sobrevida média dos pacientes, que nestes
tumores é de 5 anos (SHRIDHAR et al., 2016). No entanto, se a doenca for identificada
em uma fase inicial ou se um indicador de desenvolvimento tumoral precoce for
identificado, as condicfes para o tratamento serdo mais favoraveis, podendo o curso
da doenca ser menos agressivo, COm menor custo e consequentemente, aumentar as
chances de cura e sobrevida do paciente (WISSINGER et al.,, 2014). Além de
indicadores de prognoéstico, biomarcadores em lesdes pré-malignas como as
displasias e hiperplasias podem identificar o potencial de malignidade desta leséo
(SHRIDHAR et al., 2016).

3.2 P16 NO CICLO CELULAR

Durante o processo de tumorigénese, genes e moléculas que interferem no ciclo
celular atuam como reguladores positivos e negativos controlando a divisdo celular
(ALVES et al., 2016). Durante a fase G1 do ciclo celular, ciclinas sdo responsaveis
pelo controle da progressao do ciclo celular formando complexos proteicos com as
quinases dependentes de ciclina (CDK). A ciclina D1 liga-se a CDK4/6 formando um
complexo que é responsavel por fosforilar a proteina do retinoblastoma (pRb), que no
estado hiperfosforilado libera o fator de transcricdo nuclear E2F o qual entra no nucleo
onde ativara a expressao de genes responsaveis pela progresséao do ciclo celular para
afase S (ZHAO et al., 2016).

Um importante gene regulador da transi¢éo entre as fases G1 e S do ciclo celular é o
CDKN2a (Figura 1). Localizado no cromossomo 9, locus 9p21 (STERLACCI et al.,
2011), pertencente a familia dos genes supressores de tumor e tem capacidade de
expressar diversas proteinas, sendo as mais estudadas as proteinas pl4 e pl6,
relacionadas ao cancer (AL-KAABI et al., 2014).

Quando a proteina p16 esta ativa, ela liga-se & CDK4/6 impedindo sua ligacdo com a

ciclina D1, evitando a formagdo do complexo ciclina-CDK. Desta forma, a pRb
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mantem-se no estado hipofosforilado, retendo o fator de transcricdo E2F, e inibindo o
ciclo celular de progredir para a fase S ocasionando assim, a parada do ciclo celular
(LIGGETT,; SIDRANSKY, 1998; PIERINI et al., 2013).

Eventos capazes de silenciar o gene CDKN2a podem ocasionar uma proliferacao
descontrolada do ciclo celular contribuindo para o desenvolvimento tumoral (RUIZ et
al., 2006).

CDKN2A
locus

E1B Ela E2 raa E3
. P

| 1
ATG ATG TGA

S
53 53 ~UUU —» Proteasomal
pJ P} degradation
of p53
o / -
4 \ S
( |
'\ ' ‘ G -to-S phase u
. transition
Cell cycle Damaged Damaged
arrest cell cell

and/or
apoptosis

Cell proliferation

Figura 1. Produtos do gene CDKN2a interferindo na progressédo do ciclo celular. (Fonte:
Chudnovsky et al., 2005)

3.3 EPIGENETICA E METILAGCAO DO DNA NO CONTEXTO DO CANCER

Sabe-se que fatores ambientais sdo capazes de produzir mutagfes genéticas, e que
estas podem, em algum momento, levar ao desenvolvimento do cancer, por sua
capacidade de ativar ou silenciar certos genes. Além das mutacdes, os fatores

ambientais sdo conhecidos também por produzirem modificagbes epigenéticas.
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Eventos epigenéticos séo alteragcbes com carater reversivel que ndo provocam
modificacdes na sequéncia do DNA, mas sim no fenotipo, exercendo assim, influéncia
nos mecanismos de expressao génica. A metilacdo € o evento epigenético mais
frequente e trata-se de processo bioldgico extremamente importante, pois sua
presenca esta relacionada ao silenciamento génico. O estudo de hipermetilacéo
fornece informacdes importantes para o entendimento da carcinogénese, assim como
a avaliacdo do padrao de metilacdo pode ser utilizado como um biomarcador para
diagndstico, planejamento terapéutico e prognostico de um individuo (COOMBES et
al., 2003; MA et al., 2013; ZHAO et al., 2016).

A metilacdo do DNA acontece pela adi¢cao do radical metil em citosinas, formando 5-
metilcitosina (Figura 2). Apesar de poder ocorrer em qualquer posicdo do DNA,
geralmente ocorre em citosinas precedidas de guanina (dinucleotideos CpG ou ilhas
CpG). Estas ilhas CpG séo encontradas em abundancia nas regides promotoras dos
genes (MCCABE et al., 2009).
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Figura 2. Mecanismos relacionados a metilagdo. Formacdo de 5-metilcitosina a partir da
adicdo do radical metil pela DNMT que retira um radical metil da S-Adenosilmetionina (A);
Representacdo dos radicais metil nas ilhas CpG (B); Hipermetilacdo de regido promotora e
silenciamento de genes (C) (Fonte: Collas et al., 2007).

O grupamento metil € adicionado a citosina covalentemente pela familia de enzimas
conhecidas como DNA metiltransferases (DNMT). Estas enzimas sao divididas em
duas categorias, de acordo com a sua funcdo. A DNMT1 € uma metiltransferase de
manutencdo que garante a perpetuacao de radicais metil previamente incorporados
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no DNA durante o processo de replicacdo. Ja as DNMT2, DNMT3A e DNMT3B séo
enzimas responsaveis pela metilacdo de novo que ocorre em citosinas que néo

apresentavam metilacdo prévia (OLIVEIRA et al., 2010).

Uma alta taxa de citosinas metiladas, localizadas em ilhas CpG, é denominada de
hipermetilacdo e, quando presentes nas regidbes promotoras, podem levar ao
silenciamento de genes importantes para a manutencao celular (KAGOHARA et al.,
2015). De forma geral, todos os tumores apresentam alguma forma de metilagédo, seja
em genes supressores de tumor ou outros genes responsaveis pelo controle do ciclo
celular. A hipermetilacdo destes genes entdo, € um mecanismo de extrema

importancia nos estudos de tumorigénese (KANETO et al., 2001).

Assim, a investigacdo de biomarcadores epigenéticos como recursos para o estudo
de dos tumores também se aplica ao cancer de boca, sendo importante instrumento

auxiliar no diagndstico e prognostico (AL-KAABI et al., 2014).



21

4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude (Processo 036/2010). Foram selecionados 115 pacientes atendidos nos
servicos de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital Santa Rita de Cassia (AFECC)
e HUCAM, no periodo de 2010 a 2016 em Vitoria, Espirito Santo. Foram incluidos
neste estudo 55 participantes com diagnostico conclusivo de CEO localizados na
cavidade bucal de ambos o0s géneros, de todos 0s grupos étnicos e faixa etaria. Foram
excluidos os participantes com outros tipos de tumor ou que ja haviam iniciado

tratamento anterior

O recrutamento foi realizado durante consulta médica no ato do diagnéstico, onde os
participantes passaram concordaram com a pesquisa através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e passaram pela avaliacdo da equipe médica e
entrevista. Dados clinicos sobre a localizagdo da lesdo primaria (lingua, gengiva,
assoalho de boca, palato e area retromolar); tamanho da leséo primaria e presenga
de metastase em linfonodos regionais, foram obtidos durante avaliagdo médica.
Através da entrevista foram coletados dados do paciente referentes a idade, sexo,

habitos de consumo em quantidades e tempo de consumo de alcool e tabaco.

ApOs os trés meses do término do tratamento de primeira linha os participantes foram
acompanhados por um periodo minimo de 24 meses. Uma nova entrevista foi
realizada entre 6 e 18 meses desde a primeira consulta, caracterizando o seguimento
1 (F1); o segundo seguimento (F2) foi realizado 6 meses ap0s F1, e o terceiro
seguimento realizado 30 meses apdés a data do diagnéstico. Durante estes
seguimentos, foram coletados dados referentes a progressédo da doenca, remissao,
recidivas regionais e a distancia e 6bito a partir de novas avaliacdes médias e analises

de prontuarios.

As analises laboratoriais foram realizadas a partir de fragmentos de tumores primarios

obtidos durante a biopsia ou resseccdo cirargica, realizadas com finalidade
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diagndstica ou terapéutica, respectivamente, e armazenados a -80°C no Laboratorio

de Patologia Molecular da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

4.2 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

A extracdo de DNA do tecido tumoral congelado (n = 70) foi realizada utilizando a
técnica de digestdo com proteinase K e posterior extracdo com fenol/cloroférmio. O
tecido tumoral foi fragmentado mecanicamente e posteriormente digerido pela adi¢éo
de proteinase K 5mg/mL em banho-maria a 60°C por dois dias. O conteudo intracelular
foi separado por diferenca de densidade utilizando centrifugacées sucessivas a
14.000 rpm, até que todo o DNA fosse isolado das demais fracdes celulares. Apés
este processo, o DNA foi precipitado com acetato de amoénia 10M e etanol absoluto,
sendo formado um precipitado solido que foi lavado com etanol 70%. O precipitado foi
entdo ressuspendido em tampéo TrisEDTA 1X estéril. A qualidade e pureza do DNA
foram verificadas por espectrofotometria em NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA), sendo somente utilizadas aquelas amostras que apresentaram
razao 260/280 entre 1,6 e 1,9. Para analisar a integridade do DNA obtido foi realizada
eletroforese do DNA gendmico e amplificacdo do gene da B-globina humana pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos

descritos na tabela 2.

4.3 MODIFICACAO DO DNA PELA TECNICA DO BISSULFITO DE SODIO

Um total de 55 mostras que apresentaram DNA integro e de boa qualidade foram
submetidos a modificagédo pela técnica do bissulfito de sodio, utilizando o sistema de
conversédo Imprint DNA Modification Kit (SigmaAldrich, Saint Louis, MO, USA) ,
conforme instrucdes do fabricante, utilizando na reacdo uma quantidade de DNA de
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500 ng. Durante o processo de modificacdo, as citosinas néo-metiladas foram
convertidas em uracilas, enquanto as citosinas com adicdo de radical metil néo

sofreram alteragdes.

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE ESPECIFICA PARA METILACAO
(MSP)

O DNA modificado pela técnica do bissulfito de sédio foi amplificado através da técnica
de MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction), utilizando dois diferentes
pares de oligonucleotideos. O principio do uso de dois diferentes pares de
oligonucleotideos nesta técnica € a amplificacdo distinta das sequéncias metiladas e
nao-metiladas com alta especificidade, de acordo com as caracteristicas adquiridas
pelos nucleotideos ap6s a modificagdo pelo bissulfito de sodio, pois as sequéncias
metiladas mantém as citosinas intactas, enquanto as ndo-metiladas convertem
citosinas para uracilas. Os oligonucleotideos foram desenhados e validados para o
estudo da metilacdo da regido promotora do gene CDKN2a conforme descrito por
Herman et al. (1996) e estéo representados na Tabela 2. O Fragmento gerado esta
na entra a posicao -80 e +70 na sequéncia de entrada no GenBank XM_011517676.2.

Como controle positivo da reagdo foram utilizadas amostras de DNA extraidos de
sangue periférico para as sequéncias ndo-metiladas (U) e DNA obtido de tecido
tumoral e posteriormente metilado enzimaticamente pela CpG Methyltransferase
(M.Sssl) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para as amostras metiladas
(M). Como controle negativo foi usada agua ultrapura.

Para os oligonucleotideos especificos para regibes metiladas foram usadas as
seguintes condic¢Oes: ativacdo da Tag DNA polimerase a 95°C por 2 minutos, seguida
de 35 ciclos de desnaturagcdo a 95°C por 30 segundos, anelamento dos
oligonucleotideos com o DNA a 65°C por 30 segundos, extensao da dupla fita a 72°C

por 30 segundos, e por fim, uma extenséao final de 72°C por 5 minutos.

Para os oligonucleotideos especificos para regides ndo-metiladas, foram usadas as
seguintes condi¢fes: ativacado da polimerase a 95°C por 2 minutos, seguida de 35
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento dos oligonucleotideos
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com o DNA a 60°C por 30 segundos, extensdo da dupla fita a 72°C por 30 segundos,

e por fim, uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os fragmentos gerados por essas duas reacdes foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1%, corado com GelRed® e posteriormente visualizados em

fotodocumentador L-Pix (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil).

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados.

Tamanho
Técnica Oligo Sequéncia do
fragmento
PCR beta- Forward ACA CAA CTG TGT TCA CTAGC 509 bb
globina Reverse GAA AAC ATC AAG GGT CCC AT P
M forward TTA TTA GAG GGT GGG GCG GAT CGC 150 pb
MSP e M reverse GAC CCC GAA CCG CGA CCG TAA
sequénciamento U forward TTA TTA GAG GGT GGG GTG GAT TGT 151 pb

U reverse CAA CCC CAA ACC ACAACCATAA
M: Metilado, U: Nao-metilado

4.5 SEQUENCIAMENTO

Para validar os resultados obtidos na MSP, os produtos de PCR das 20 amostras que
apresentaram metilacdo no gene CDKN2A foram purificados utilizando ExoSAP-IT 28
PCR Clean-up Kit (GE Healthcare Life Sciences, Upsala, Sweden) e sequenciados
em sequenciador automatico utilizando BigDyer Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amostras foram submetidas a
eletroforese capilar no ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Todo o processo de sequenciamento foi realizado no Laboratoértio de

Virologia da Universidade Federal do Espirito Santo.

Para as analises foi utilizada a sequéncia de referéncia com entrada no GenBank
XM_011517676.2. As amostras metiladas apresentaram no eletroferograma maior

parte das citosinas intactas em comparagcédo com a sequéncia de referéncia, enquanto
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as nao-metiladas apresentam timina (analogo de uracila) no lugar de citosinas. As
analises das sequéncias geradas foram feitas utilizando o software MethTools 2.0
(Grunau et al., 2001).

4.6 IMUNOHISTOQUIMICA DE p16

Dos 55 pacientes selecionados para o estudo, foram obtidas 30 amostras de tecido
tumoral incluido em parafina as quais foram utilizadas para a andalise de expressao de
pl6 por imunohistoquimica (IHQ). Amostras de tecido tumoral fixado em formalina a
10% e posteriormente incluidos em parafina foram seccionadas com espessura de 3
pum. A seccao contendo tecido tumoral foi colocada em Iamina previamente silanizada.
Os espécimes foram desparafinizados em xilol e reidratados em concentracdes
decrescentes de etanol absoluto, 95% e 70%, e posteriormente lavadas em agua
destilada. Para recuperacao antigénica as laminas foram incubadas em tampao citrato
de sédio pH 6,0 sob pressao, a temperatura de 121°C por 3 minutos e em seguida
resfriadas a temperatura ambiente. Apds lavagem em agua deionizada, procedeu-se
a neutralizacdo da peroxidase enddgena, incubando-se as laminas em peréxido de
hidrogénio 3% por 5 minutos. A seguir os espécimes foram lavados com tampéao Tris-
SDS (TBS) por 5 minutos e seguiu-se com o bloqueio de proteinas, por 5 minutos.
Apoés lavagem com TBS por 5 minutos, as laminas foram entdo incubadas a 4°C
overnight com o anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-p16 humano
(clone E6H4, CINtec p16INK4a Histology Kit, Ventana Medical Systems, USA) diluicao
1:5. Apos o periodo de incubacao as laminas foram lavadas com TBS, incubadas com
o anticorpo secundario (Post Primary, Novolink™ — Novocastra™) por 30 minutos e
lavadas novamente por 5 minutos. Aplicou-se em seguida o polimero Novolink (Leica,
Wetzlar, Germany) e as laminas foram incubadas novamente por 30 minutos, lavando-
se com TBS por 5 minutos ap0s esta etapa. Aplicacdo de reagente cromdgeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB) foi realizada por 5 minutos. Por fim, as laminas foram contra
coradas com hematoxilina de Harris (EasyPath®) e recobertas com laminula e
montadas utilizando-se meio de montagem (Entelan® - Merck Millipore). Controles
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negativos foram obtidos pela omissdo do anticorpo primario. Amostras de carcinoma
de células escamosas de orofaringe conhecidamente positivas para expressao de pl16
foram utilizadas como controle positivo. Todas as amostras foram classificadas
independentemente por dois patologistas e em caso de discordancia, as laminas
foram revisadas e um consenso para a classificacao foi obtido. O percentual de células
marcadas foi determinado utilizando-se o H-Score (JORDAN et al., 2012). O H-score
consiste em uma analise semi-quantitativa obtida pelo produto da intensidade de
marcacao (avaliadas em uma escala de 0 a 3) e a porcentagem de células tumorais
coradas em cada nivel de intensidade (0 a 100%). Portanto, os valores para o H-Score
variam de 0 a 300. Os valores com média abaixo de 60 foram considerados com baixa

expressao da proteina, e valores maiores que este, alta expressao.
Célculo utilizado para o H-Score:

HScore = [1 x (% células intensidade 1) + 2 x (% células intensidade 2)

+ 3 x (% células intensidade 3)]

Onde:

0 = auséncia de imunomarcacao

1 = imunomarcacao de fraca intensidade

2 = imunomarcacao de intensidade moderada

3 =imunomarcacao de intensidade forte

4.7 ANALISE ESTATISTICA E DE SOBREVIDA

Um banco de dados foi criado para organizar todas as informacdes clinico-patolégicas
bem como os resultados obtidos nas andlises laboratoriais. A andlise estatistica

destes dados foi processada utilizando o software IBM SPSS v.23.0.

AssociagOes entre as variaveis foi feita utilizando o teste U de Mann-Whitney e teste
do qui-quadrado ou exato de Fisher, considerando significativo valor de p < 0,05.
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As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e o teste de
Log-Rank foi realizado para comparar as curvas geradas. Para analise da sobrevida
global (SG) foram consideradas as datas do 6bito e a duracéo da sobrevida total. Para
avaliacdo da sobrevida livre de doenca (SLD) foram consideradas a data da

recorréncia e a duracao do periodo onde o paciente apresentou-se livre de doenca.

Foram considerados “ndo censurados” para os calculos da SG e SLD todos os casos
em que ocorreu o evento de interesse, Obito ou recidiva, respectivamente. Os casos
em que 0S eventos ndo ocorreram até a data da udltima informacdo obtida do
acompanhamento foram classificados como “censurados”. As variaveis significativas
obtidas pelo teste do Log-Rank foram inseridas ho Modelo de Regresséo de Cox para
determinar a contribui¢cdo individual das covariaveis em relacdo a sobrevida. Foi
utilizado o método stepwise backward Wald, o que permitiu detectar as variaveis mais

associadas a sobrevida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E STATUS DE HIPERMETILACAO

Tabela 3. Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo com carcinoma epidermaoide
oral analisada (n = 55).

Caracteristicas Frequéncia (n) %
Sexo

Masculino 41 74,5

Feminino 14 25,5
Idade

=60 27 49,1

<60 28 50,9
Tabagismo?

Sim 43 82,7

N&o 9 17,3
Consumo de alcool?

Sim 41 78,9

N&o 11 21,2
Tamanho do Tumor

T1/T2 31 56,4

T3/T4 24 43,6
Sitio anatémico

Lingua 30 54,5

Gengiva 4 7,3

Assoalho 15 27,3

Palato 5 9,1

Area Retromolar 1 1,8
Metastase Linfonodal

NO 39 70,9

N+ 16 29,1
Metastase a Distancia

MO 54 98,2

M1 1 1,8
Estadio clinico

I/ 27 50,9

/v 26 49,1

23 participantes sem informacdes sobre o habito de consumo;

NO: Sem comprometimento linfonodal, N+: Comprometimento
linfonodal positivo;

MO: Sem metastases a distancia, M1: Metéstase a distancia positiva.
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As caracteristicas populacionais, assim como as informac¢des sobre o consumo de
tabaco e alcool e as caracteristicas clinicas analisadas estéo representadas na Tabela
3.

Na populacdo analisada houve um predominio de participantes do sexo masculino
(74,5%). A idade média da populacéo foi de 59,3 anos. A maioria dos participantes
relataram o consumo de tabaco (82,7%) e de alcool (78,7%) durante a entrevista de
recrutamento. A maior parte dos participantes foi diagnosticada com tumores de
tamanho T1/T2 (56,4%), sem comprometimento linfonodal (70,9%) e apenas um
individuo foi diagnosticado com metastase a distancia. Entretanto, a distribuicdo dos

casos de acordo com o estadiamento clinico inicial ou avancado foi homogénea.

Um total de 115 participantes que atenderam os critérios de inclusdo e 70
apresentaram amostras de tecido tumoral congelado foram selecionados para o

estudo.

Todas as 55 amostras de DNA mostraram boa qualidade e foram submetidas a MSP,
sendo que 20 amostras (36,4%) apresentaram hipermetilacéo na regiao promotora do
gene CDKN2a. Todas as amostras hipermetiladas foram submetidas ao
sequenciamento direto. Um total de 30 amostras de tecido tumoral incluidas em
parafina foram submetidas a imuno-histoquimica para avaliar a expressao de p16. A

sequéncia dos experimentos estd ilustrada na Figura 3.

Participantes recrutados (n = 115)

Tecido tumoral congelado (n = 70) Tecido parafinizado (n =30)

DNA extraido integro (n =55)

| Imunohistoquimica p16 (n = 30)
MSP (n = 55)

Metilado (n = 20) N&o metilado (n = 35)

Sequenciamento direto (n = 18)

Figura 3. Organograma das etapas laboratoriais
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O status de metilacdo da regido promotora do gene CDKNZ2a (Tabela 4), que codifica
a proteina p16, foi avaliado pela MSP e confirmado pelo sequenciamento direto de
Sanger das amostras hipermetiladas identificadas pela MSP.

Tabela 4. Status de metilacdo do gene CDKNZ2a e variaveis clinico-patolégicas (n = 55).

Hipermetilado N&o-Metilado

Variaveis n (%) n (%) Valor de p

Sexo

Masculino 11 (26,8%) 30 (73,2%) 0.015*

Feminino 9 (64,3%) 5 (35,7%) ’
Idade

> 60 8 (29,6%) 19 (70,4%) 0.230

<60 12 (42,9%) 16 (57,1%) ’
Idade

245 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0.020*

<45 15 (30,6%) 34 (69,4%) '
Consumo de alcool

Sim 11 (26,8%) 30 (73,2%) 0.029*

N&ao 7 (63,6%) 4 (36,4%) ’
Consumo de tabaco

Sim 11 (25,6%) 32 (74,4%) 0.005*

N&ao 7 (77,8%) 2 (22,2%) ’
Consumo de alcool e
tabaco

Sim 10 (25,0%) 30 (75,0%) 0.011*

N&o 8 (66,7%) 4 (33,3%) ’
Tamanho do Tumor

T1/T2 13 (41,9%) 18 (58,1%) 0245

T3/T4 7 (29,2%) 17 (70,3%) ’
Metastase Linfonodal

Positivo 3 (18,8%) 13 (81,3%) 0,074

Negativo 17 (43,6%) 22 (56,4%)
Estadio

/1l 12 (44,4%) 15 (55,6%) 0088

v 6 (23,1%) 20 (76,9%) ’

* Teste Exato de Fisher (p < 0,05)
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A idade é um fator importante em estudos de epigenética pois faixas etarias mais
avancadas podem apresentar maior frequéncia de metilacdo em genes reguladores
do ciclo celular, como é o caso do CDKN2a, em decorréncia da exposi¢cdo ambiental
ao longo da vida (RODENHISER; MANN, 2006). No entanto, ndo foi observada
diferenca significante entre a hipermetilacdo do gene e a idade da populacéo
analisada utilizando grupos considerando a meédia de idade. Este fato pode estar
relacionado a homogeneidade de faixa etaria observada na populagdo, que possui
idade variando entre 36 a 84 anos, entretanto a maioria dos casos esta em idade em
meédia 59,3 anos. Segundo Dugue et al. (2017) o acumulo de fatores de risco e a
influéncia do ambiente podem estar relacionados com o desenvolvimento da doenca
em idade mais avancada e o aumento da metilagdo génica com o passar do anos.
Pela média de idade da populacdo deste estudo ter sido de 59,3 anos, uma idade
ainda nao tdo avancadas, poderia explicar a falta de relacéo direta com determinado
fator de risco. No estudo de Ogi et al. (2002) participantes com grupos de idades com
guantidades iguais mostrou que idades menores possuem relagéo significativa com a
hipermetilagdo do CDKN2a, que pode ser explicado pelo fato de que em idades mais
baixas o indice de hipermetilacdo global tende a ser menor em condicbes sadias,

tendo maior participacdo na carcinogénse de individuos mais novos.

Participantes do sexo feminino apresentaram maior frequéncia de hipermetilacéo na
regido promotora do gene CDKN2a (p = 0,015), fato este que ndo € comumente
relatado em CEO na literatura. Contudo a prevaléncia da hipermetilacdo do gene pode
ser variavel no sexo de acordo com a populacdo assim como a quantidade de

mulheres acometidas pela doenca pode ser variavel (DON et al., 2014).

A exposicao aos fatores de risco mostrou ser um evento relacionado a hipermetilagao
do gene CDKN2a, tanto de forma independente para o uso do tabaco (p = 0,005) e
consumo do alcool (p = 0,029), quanto para 0 uso concomitante destes dois agentes
(p = 0,011). Entretanto, o niumero de participantes expostos aos fatores de riscos é
consideravelmente maior do que o nimero de ndo expostos, desta maneira, analises
com o objetivo de elucidar o perfil de participantes expostos aos fatores ambientais de

risco foram feitas adiante.

Sabe-se que o consumo de alcool e tabaco sdo potenciais fatores de risco para o
desenvolvimento dos canceres de cabeca e pescoco e pulmao. Acredita-se que a
hipermetilacdo de genes reguladores do ciclo celular poderia desempenhar papel
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importante neste processo (Al et al., 2003). Contudo, nossos resultados ndo nos
permitiram estabelecer associacfes claras entre o tabagismo, etilismo e o perfil de

metilagdo do gene CDKN2a.

Outros estudos também n&o encontraram evidéncias de que o &lcool e o tabaco
possuem papel determinante no perfil de metilacdo e nem de que forma isso ocorreria
(Al et al., 2003; MISAWA et al., 2008; AL-KAABI et al., 2014). Apesar de observarmos
uma prevaléncia de 38% de hipermetilacdo no nosso grupo amostral, 0 niumero de
participantes fumantes e alcoolistas foi baixo neste grupo, sugerindo que outros
mecanismos poderiam estar envolvidos no silenciamento deste gene por
hipermetilacdo, bem como diferentes agentes causais. Além disso, por bloquear a
progressédo do ciclo celular na transicdo entre as fases G1/S, aparentemente o
silenciamento deste gene ocorre nos estagios iniciais da doenca (WIJETUNGA et al.,
2016)

Com o intuito de esclarecer um pouco mais o papel do tabaco e do &lcool na
carcinogénese do CEO por meio do mecanismo de hipermetilagdo do gene CDKN2a,
foram analisadas a duracdo e a quantidade de tabaco e de &lcool ingeridos pela
populacao estudada (Tabela 5). Os valores para a quantidade de alcool ingerida foram
baseados nas informacdes da National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism
(NIAAA).

Considerando o tabagismo, foram analisados o tempo em anos do consumo de tabaco
e a quantidade de cigarros por dia consumidos pelo individuo. O tempo médio de
exposicao da populacdo ao tabagismo foi de 39,3 anos com média de consumo de
17,16 cigarros por dia. Apesar de serem valores altos, nossos resultados néo

mostraram diferencga significativa entre os grupos analisados.
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Tabela 5. Associacdo entre quantidade consumida, tempo de exposicédo aos fatores
de risco tabaco e alcool e o perfil de metilagdo do gene CDKN2a.

Variaveis Média Hipermetilado N&o-Metilado varl)or
Tempo de tabagismo (anos) 39,30 18,45 23,22 0,288
anntldad_e de cigarros 17.16 2236 18.85 0.46
(cigarros/dia)
Tempo de ingestéao de alcool 36.46 19,27 21,63 0,591
(anos)
Quantidade de alcool ingerida 3817 21.28 31.84 0,017*
(g/semana)

* Teste U de Mann-Whitney (p <0,05)

Quanto ao consumo do alcool, foi considerado o tempo em anos de ingestao de alcool
e a quantidade em gramas ingeridas de alcool por semana. O tempo médio de
consumo de bebida alcodlica foi de 36,46 anos, e a quantidade média ingerida de
alcool semanalmente pela populacdo foi de 381,78 gramas. Nossos resultados
mostraram que participantes que consumiram maior quantidade de alcool

apresentaram maior frequéncia de hipermetilacéo (p = 0,017).

Segundo (PIERINI et al., 2013), os estudos relacionados com os fatores de risco
tabaco e alcool apresentaram associacdo somente com a quantidade de cigarros
consumida, e ndo houve associacdo significativa com tempo de tabagismo ou
guantidade de alcool ingerida. No entanto, estes dados sdo ainda escassos na

literatura.

Em nosso estudo, observamos que 36,4% das amostras apresentavam
hipermetilagdo no gene CDKNZ2a. Frequéncias de metilagdo semelhantes em
canceres de cabeca e pescoco ja foram relatados em outros estudos variando entre
26,4% e 44% (Al et al., 2003; MISAWA et al., 2008; MIELCAREK-KUCHTA et al.,
2014). Entretanto, alguns estudos apresentaram frequéncia maior deste evento
epigenético no gene CDKNZ2a, entre 63% em cavidade oral e 78% de metilacdo em
cavidade oral e outros sitios de cabeca e pesco¢co (CALMON et al., 2007; KHOR et
al., 2013). Em uma metanalise feita por Don et al. (2014) sobre metilagcdo do CDKN2a
e outros genes que participam da carcinogénese, demonstrou que a prevaléncia da
metilacdo de CDKN2a € muito variavel em diversos estudos. Essa variacéo pode ser
explicada pela diferenca metodoldgica aplicada as quais podem ter diferentes

sensibilidades, causadas por exemplo, pela diferenca dos sitios de ligagdo dos
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oligonucleotideos adotados em cada estudo (PIERINI et al., 2013). A discrepancia de
resultados pode ainda ser devido ao tamanho da populacdo amostral, desenho do

estudo, e o local onde os participantes foram recrutados (FERLAZZO et al., 2017).

Em tecidos normais, o perfil de metilacdo € bem estabelecido e a taxa de
hipermetilacéo € nula (DE FREITAS CORDEIRO-SILVA et al., 2011; DON et al., 2014;
SUSHMA et al.,, 2016; FERLAZZO et al.,, 2017). Nossos resultados mostraram
frequéncia elevada de hipermetilacdo em tumores, mas néo foi observada diferenca
significante entre o perfil de metilagdo do gene CDKN2a e o tamanho do tumor ou
estagio da doenca, mesmo com alta frequéncia de ilhas CpG hipermetiladas em

tumores menores (T1/T2) e em estadios iniciais da doenca (I/11).

5.2 AVALIACAO DO PERFIL DE CITOSINAS METILADAS

As amostras dos participantes que apresentaram hipermetilacdo do gene CDKN2a na
MSP, foram submetidas ao sequenciamento direto do produto de PCR para
confirmacédo do status de metilacdo (Figura 4). Através do sequenciamento direto, €

possivel identificar a posi¢édo das ilhas CpG metiladas.

metfilado
nometilado
vt

vit.

viz.

vi3

sy

I I I I I 1 I 1 I !
T T T T T T T T T 1
51 101 151 201 251 301 351 401 451 501

-

Sequence names truncated at 15 letters. Clones in alphabetical order. X-axis in base pairs. SmCpG: @ CpG: o

Figura 4. Representacdo gréfica das ilhas CpG hipermetiladas e ndo metiladas. Amostras
denominadas v1 a v20.
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Das 20 amostras que apresentaram fragmentos hipermetilados, 18 produziram
sequéncias de qualidade para serem submetidas as analises de metilagdo com o
software MethTools 2.0. Foram sequenciados também controles de reacdo que

apresentavam 100% e 0% de citosinas metiladas.

Na Figura 4, estao representadas graficamente as ilhas CpG, em preto, com presenca
de 5-metilcitosina e, em branco, a presenca de citosinas intactas. O controle positivo
“hipermetilado” produziu uma sequéncia com 100% de metilagdo dos dinucleotideos
CpG, enquanto o controle ndo-metilado apresentou 0% de citosinas metiladas. As
amostras foram denominadas por v1 a v20. Todas as amostras analisadas mostraram
grande parte das cilhas CpG metiladas, confirmando assim, o resultado obtido na
MSP.

Tabela 6. Distribuicdo de citosinas e metilcitosinas nas ilhas CpG

Sequéncia  5mC C 5mCpG CpG % 5mCpG

Metilado 17 16 15 0 100
Nao metilado 0 33 0 15 0

vl. 17 16 15 0 100
v1l. 16 17 15 0 100
v12. 16 17 15 0 100
v13. 13 20 12 3 80

v14. 15 19 14 1 93,3
v15. 17 16 15 0 100
v16. 17 16 15 0 100
v17. 19 14 15 0 100
v19. 19 14 15 0 100
V2. 17 16 15 0 100
v20. 16 17 14 1 93,3
v3. 17 16 15 0 100
v4. 18 15 15 0 100
V5. 18 15 15 0 100
V6. 16 17 15 0 100
V7. 16 17 15 0 100
v8. 16 17 15 0 100
vO. 16 17 15 0 100
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Na Tabela 6 estdo descritas as distribuicdes de citosinas, 5-metilcitosinas, ilhas 5-
metilCpG e ilhas CpG intactas, para cada sequéncia analisada, bem como o

percentual de dinucleotideos metilados.

Foi encontrado um alto nimero de amostras com 100% das citosinas em ilhas CpG
metiladas, seguidas de duas amostras com 93,3% e uma com 80% de citosinas
metiladas. Além da metilacdo encontrada em dinucleotideos CpG, foram encontradas

citosinas metiladas em outras regides (figura 5), como CpA, CpT e CpC.
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Figura 5. Presenca de citosinas metiladas em outras regides. Amostras denominadas v1 a
v20.

Em nosso estudo foi encontrada alta frequéncia de ilhas CpG metiladas no fragmento
amplificado da regido promotora do gene CDKN2a. Outros estudos que realizaram
analises semelhantes encontraram estados de metilacdo semelhantes com a taxa de
CpG metiladas proximo a 100% (ZHOU et al., 2011; LI et al., 2017). No trabalho
publicado por Cody et al. (1999) com a finalidade de investigar a diferenca no padrao
de metilacdo de células de carcinoma epiderméide e de células normais, foi
demonstrado que as células neoplasicas estavam quase completamente metiladas

enguanto as células normais praticamente ndo possuiam ilhas CpG metiladas.

As citosinas metiladas fora de regides CpG (CpT, CpA e CpC) sdo chamadas de
contetdo ndo-CG (Figura 5). As funcdes e a manutencéo deste padrdo de metilagéo

ainda é pouco compreendido e controverso (HAN et al., 2011) frequentemente é



37

encontrado em células tronco embrionarias, e desaparecem a partir da diferenciacéo
desta célula. Supde-se que a presenca de metilacdo de conteudo ndo-CG de genes
relacionados a diferenciagéo e proliferacao celular pode induzir a célula a um estado
de pluripoténcia (Lister et al., 2009), o qual pode ser determinante para aumentar a
proliferacéo e a manutencao do estado indiferenciado das células tumorais (COLLAS
et al., 2007).

A revisao de literatura de Patil et al. (2014) mostra que pesquisas com whole genome
bissulphite sequecing tem demonstrado hipermetilacdo de conteddo n&o-CG em
guantidades significantes em diversos tecidos e células, sobretudo em tecido nervoso,

muscular, e gametas.

Apesar de ndo ser bem elucidado, autores concordam que o metilacao fora das ilhas
CpG pode ter papel fundamental na tumorigénese (HAN et al., 2011; TRUONG et al.,
2013; PATIL et al., 2014; HE; ECKER, 2015), assim como desempenha papel em
outras doencas ja previamente estudadas como diabetes e obesidade, e também no
desenvolvimento cerebral (HE; ECKER, 2015).

Excetuando um dnico estudo de céancer de prostata, onde ndo foi encontrada
correlagcdo do conteudo ndo-CG com a doenca (TRUONG et al.,, 2013) néo foi
reportado na literatura estudos que buscam verifica a influéncia deste evento no

desenvolvimento do CEO, bem como outros tipos de tumores.

5.3 EXPRESSAO DA PROTEINA p16

Andlise da expressao da proteina p16 utilizando o método de imunohistoquimica foi
realizada em amostras de tecido tumoral parafinizado (n = 30), com apenas 23,33%
(n = 7) apresentando alta expressao da proteina. Na figura 6 pode ser observado o
resultado ilustrativo da expresséo de p16. No estudo de Gonzales-Moles et al. (2002)
32% dos casos apresentaram auséncia da expressdo de pl6, enquanto 47%
apresentaram baixa expresséo. Isso corrobora com nossos resultados que mostram

um grande numero de casos de CEO com baixa expresséo da proteina p16.
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Além disso, neste estudo ndo observamos correlacdo entre a expressao da proteina

e sobrevida dos pacientes.

Destes, a maior parte das amostras, tanto metiladas quanto nao metiladas,
apresentaram baixa expressao da proteina p16, (Tabela 7).

Os resultados da associacéo entre a expressao de pl16 e o perfil de metilacdo do gene

CDKNZ2a estao descritos na Tabela 7.

Tabela 6. Associacéo entre a o perfil de metilacdo do gene CDKNZ2a e a expressao de pl6 (n
= 30).

Hipermetilado Nao metilado

Expresséo de p16 n (%) n (%) Valor de p
Alta 1 (14,3%) 6 (85,7%) 0.297
Baixa 8 (34,8%) 15 (65,2%) ’

Teste exato de Fisher (p<0,05)
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Figura 6. Fotomicrografia representativa da expressao de p16 por imunohistoquimica. (A, B) CEO com intensa
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Das 30 amostras analisadas para e expressao da proteina p16, um total de 7 (23,33%)
participantes apresentaram alta expressdo, enquanto 23 (76,33%) participantes
apresentaram baixa expressao da proteina. Destes, a maior parte das amostras, tanto
metiladas quanto ndo metiladas, apresentaram baixa expressdo da proteina pl6,
(Tabela 7). Nao foram encontradas neste estudo e também em outros estudos
publicados evidéncias de associacao entre o status de metilacdo do CDKN2a e a
expressdo da proteina p16 (Al et al., 2003; ZHAO et al., 2016). Além disso, Zhao et
al. (2016) sugere que a hipermetilagdo pode estar associada a outros eventos
genéticos como a mutacdo, desta forma haveriam outros mecanismos 0s quais a

hipermetilacédo participaria do silenciamento de genes.

No estudo de Gonzales-Moles et al. (2002) 32% dos casos apresentaram auséncia da
expressao de pl16, enquanto 47% apresentaram baixa expresséao. Isso corrobora com
nossos resultados mostrando que a maior parte dos casos de carcinoma epidermoide
oral apresentam baixa expressdo de pl6. Além disso, este estudo ndo encontrou
correlacao entre a expressdo da proteina, os dados clinico-patoldgicos analisados e
a sobrevida dos pacientes.

No entanto, o trabalho de Liu et al. (2015) mostrou valores significativos entre a
metilacdo e a expressdo de pl6 em lesdes displasicas sugerindo assim que a
hipermetilacdo de CDKN2a e a expressao de pl6 podem ter um potencial preditivo
maior que potencial progndstico, sobretudo por estar envolvido nas etapas iniciais da
tumorigénese e regulacao do ciclo celular. O estudo de Alves et al. (2016) com inducéo
da carcinogénese em ratos sustenta esse argumento, onde houve baixa positividade
da expressao de pl6, e sugere que a inativacdo do gene pode ocorrer em estadios

iniciais da carcinogénese oral.

5.4 AVALIACAO PROGNOSTICA

Os dados referentes a resposta do tratamento estao descritos na Tabela 8. Dentre os
pacientes selecionados para o estudo, 51 tinham informacgdes referente a estratégia

de tratamento adotada.

Para avaliar o potencial prognéstico do status de metilagdo do gene CDKNZ2a, os

dados obtidos foram correlacionados com a resposta ao tratamento, utilizando como
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parametros os dados de remissédo, recidiva e Obito dos pacientes, bem como
considerando a modalidade terapéutica instituida (Tabela 8). As modalidades
terapéuticas foram agrupadas em 3 grupos: cirurgia exclusiva; cirurgia e radioterapia

adjuvante; radioquimioterapia ou radioterapia exclusiva.

Tabela 7. Resposta ao tratamento em relacdo com o perfil de metilagdo do gene CDKN2a (n
=51)

Modalidade terapéutica Hipermetilado Valor
Obito Recidiva Resposta  de p
completa
Cirurgia exclusiva 3 2 7
Cirurgia e radioterapia 0 0 2
adjuvante 0,253
Radioterapia exclusiva ou
A : 2 1 0
radioguimioterapia
N&o-metilado - t Valor
Obito Recidiva €Spostad  ge p
completa
Cirurgia exclusiva 5 2 10
Cirurgia e radioterapia
adjuvante 4 1 2 0,010*
Radioterapia exclusiva ou 10 0 0

Radioquimioterapia
*Teste do qui-quadrado (p < 0,05)

Analisando o grupo de apresentou hipermetilacdo, ndo foi observada diferenca
significativa entre as modalidades terapéuticas instituidas e o desfecho, em relacéo
ao perfil de metilacdo do gene CDKN2aos para o grupo hipermetilado. Contudo, o
grupo de amostras ndo metiladas obteve maior nimero de resposta completa quando
os participantes foram submetidos a cirurgia exclusiva, enquanto os pacientes que
foram submetidos a radioquimioterapia tiveram maior nimero de evolucdo para o
Obito. Sendo que a resposta completa em pacientes submetidos a cirurgia ja € um fato
esperado pois o tratamento de escolha para tumores menores e estadios iniciais é a
cirurgia (NANDAKUMAR, 2016).
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Avaliando os dados de sobrevida dos participantes em um tempo médio de 24 meses
(Figuras 7 e 8), foi identificado que as variaveis de progndéstico: tamanho de tumor
(T3/T4), presenca de metastase linfonodal e estadio mais avancado da doenca (l11/1V)
apresentam menor sobrevida global. A modalidade terapéutica também influenciou a
taxa de sobrevida, sendo que a radioterapia exclusiva e a radioguimioterapia
mostraram maior associacdo com o Obito. Ja o perfil de metilacdo do gene CDKN2a
nao se mostrou ser um marcador de sobrevida na populagédo analisada neste estudo.
A associagao do perfil de metilacdo com as variaveis clinicas avaliadas também n&o

se mostrou util para a analise de prognéstico desta populacéo.
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Figura 7. Sobrevida Global segundo perfil de hipermetilacdo. Probabilidade de sobrevida
acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os tragcos na curva representam os dados
censurados.
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Para analisar a influéncia das covariaveis nas curvas de sobrevida, foi utilizada a
Regressdo Multivariada de Cox. Apesar de as variaveis tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal, estadiamento clinico e modalidade terapéutica
apresentarem valor progndéstico nos graficos de sobrevida individualmente, nao foi
observada diferenca estatistica entres as covariaveis estudadas (Tabela 9).

Tabela 8. Modelo de Regresséo Multivariada de Cox para Sobrevida Global

Covariaveis Risco Relativo IC (95%) Valor de p
Tamanho do Tumor 2,323 0,284 — 19,004 0,432
Metéastase Linfonodal 0,748 0,273 — 2,055 0,574
Estadiamento 7,991 0,570 — 112,005 0,123
Modalidade terapéutica 1,669 0,905 - 3,079 0,101

A sobrevida livre de doencga (SLD) foi analisada utilizando o tempo médio de 24 meses
(Figuras 9 e 10). Nao foram observadas diferencas significantes entre as variaveis
tamanho do tumor, acometimento linfonodal, estadio clinico e modalidade de
tratamento analisadas e a SLD. O perfil de metilacdo, do gene CDKN2a também nédo
mostrou associagao significativa com a SLD.

Nos resultados obtidos neste estudo somente as variaveis isoladas, tamanho do
tumor, comprometimento linfonodal, estadiamento clinico, obtiveram valores
estatisticamente significativos no modelo de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, para a
sobrevida global. Nas andlises de sobrevida livre de doenca, nenhuma das variaveis

analisadas foram estatisticamente significativas.

Segundo Nandakumar (2016), pacientes com tumores iniciais (T1/T2) submetidos a
cirurgia exclusiva apresentaram melhor sobrevida global, seguidos daqueles

submetidos a radioterapia com ou sem quimioterapia associada.
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Figura 9. Sobrevida Livre de Doenca segundo perfil de hipermetilacdo. Probabilidade de
sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os tracos na curva representam os dados
censurados.

Em nosso estudo, o perfil de metilacdo do gene CDKN2a ndo mostrou ser um bom
marcador de progndstico, quando analisamos sobrevida global e sobrevida livre de
doenca. Os trabalhos de Mielcarek-Kuchta et al. (2014) e Misawa et al. (2016) também
mostraram nao haver correlacdo entre estas variaveis e o perfil de metilacdo do gene
CDKN2a. No entanto, os participantes cujas amostras apresentaram hipermetilacao
no gene que codifica a proteina p16, tiveram uma sobrevida melhor do que os néo-
metilados.

Alguns estudos sugerem que a melhor sobrevida relacionada a hipermetilacdo do
CDKN2a pode estar ligada com muta¢cdes no gene TP53, que pode causar um efeito
protetor. Os mecanismos envolvidos nesse efeito e a relacdo entre a hipermetilacao
do gene CDKN2a e mutac¢des no TP53 ainda nédo sao claramente elucidados (ROH et
al., 2013; MIELCAREK-KUCHTA et al., 2014), sugerindo que mais estudos buscando
explicar o mecanismo que relaciona a hipermetilacdo do CDKN2a e o TP53 podem

ser uteis para melhor compreender estes eventos.
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6 CONCLUSAO

A frequéncia de hipermetilacdo do gene CDKN2a, que codifica a proteina pl6, se
manteve dentro do esperado em relagéo aos resultados de outros estudos, e foi alta
neste estudo em relagéo a tecidos normais encontrados na literatura, evidenciando o

papel deste evento epigenético no silenciamento génico.

Adicionalmente, as amostras de CEO que apresentaram hipermetilacdo do gene
CDKNZ2a, apresentaram no sequenciamento alto indice de citosinas metiladas,
aproximando-se de 100%, e alto padrdo de metilacdo em conteddo ndo-CG. Estes
dados, em associacdo com a alta frequéncia de metilacdo observada, sugerem que a
importancia deste evento nas fases iniciais da carcinogénese do CEO, indicando que
a hipermetilagdo pode ter um maior potencial preditivo do que um como biomarcador

de prognéstico.

O perfil de metilacdo do gene CDKN2a ndo mostrou associacdo significante com as
caracteristicas clinico-patologicas, exposicao aos fatores de risco e indicadores de
prognostico analisados, sugerindo que a hipermetilacdo do gene CDKN2a ndo é um

bom indicador de progndstico.

N&o houve associacdo significativa entre a hipermetilacdo do gene CDKN2a e a
expressdo da proteina pl6, sugerindo que outros mecanismos de silenciamento

génico possam estar envolvidos na baixa expressao proteica observada.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitoria-ES, 29 de abril de 2010.

Da:  Profa. Dr® Ethel Leonor Nola Macisl
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciénclas da Salde

Para: Prof. (a) luri Drumond Louro
Pesquisador (a) Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Alteragoes
epigenéticas e detecgdo de HPV em carcinoma epidermdide da cavidade
buecal”,

Senhor (&) Pesquisador (a),

Informamos a Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espiritc Santo, apos analisar o Projeto
de Pesquisa n® 036/10 intitulado: “Alteragoes epigenéticas e detecgéo de HPV em
carcinoma epidermdide da cavidade bucal” & o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, cumprindo os procedimentos internos desta Instituicdo, bem como as
exigénecias das Resolugdes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99,
APROVOU o referido projeto, em Reunido Ordinarla realizada em 28 de abril de 2010,

Gostarlamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e
apresentar os relatdrios parciais e finais de acordo com a resolugdo do Conselho
Macional de Salde n® 186 de 10/10/96, inciso IX.2. letra "¢’

Atenciosamente,

=
~ Comité d Etica m Pesguisa
GEPIUFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitdria = ES - CEP 29.040-081.
Telefax: (27) 3335 7504
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA OS CASOS

INTRODUCAO

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais e
seus efeitos sobre a salde das pessoas. O estudo estd sendo conduzido pelo Servigo de
Cabeca e Pescoco do Hospital Araudjo Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias
e pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer. Seu médico nos forneceu seu home
e nos concedeu autorizagdo para convida-lo a participar deste estudo. Sua participacdo neste
estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou retirar-se do estudo a qualquer
momento, sem que isso afete de forma alguma o tratamento médico que vocé esta recebendo.
Por favor, leia cuidadosamente este formulario de consentimento e esclaregca com o
coordenador da pesquisa no hospital quaisquer dividas que vocé possa ter sobre o estudo
antes de assinar este termo.

EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé concordar em participar deste estudo, sera solicitado que vocé participe de uma
entrevista e fornegca amostras de sangue e de tecido (tumor). Além disso, nés pediremos sua
permissao para coletar informacgdes relevantes do seu prontuario médico. Se vocé decidir ndo
responder, seja a uma questédo especifica ou a todas as informagdes, ndo sofrera nenhuma
penalidade. Vocé pode participar da entrevista, mas se recusar a fornecer as amostras
biolégicas (sangue e tumor), que serdo coletadas e armazenadas para finalidades de
pesquisa.

Questionario:

Um entrevistador vira aplicar o questionario enquanto vocé estiver no hospital. A entrevista
tem a duracéo de aproximadamente uma hora e consiste de questdes relacionadas a habitos,
estilo de vida, ambiente e saude.

Coleta de sangue e amostras biolégicas:

Sera solicitado que vocé doe uma Unica amostra de sangue enquanto estiver no hospital. Uma
enfermeira treinada retirar4 aproximadamente 10 ml de sangue de uma veia do seu braco, da
maneira habitual. Se disponivel, nés solicitaremos ao Departamento de Patologia do hospital
uma pequena amostra do seu tumor.

ANALISE DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

O sangue e as amostras de tumor serao enviados a laboratérios para analise. Essas amostras
serdo testadas para as caracteristicas genéticas e celulares que podem estar relacionadas ao
desenvolvimento da doenca. Suas amostras serdo armazenadas por até 30 anos, para serem
utilizadas em investigagbes genéticas e bioquimicas no presente estudo. Ao concordar em
participar da parte de coleta de amostras biolégicas deste estudo, vocé concede agora a
autorizacao para usos futuros dessas amostras que se relacionam com o objetivo do presente
estudo. Nenhuma destas amostras serd testada para detectar o uso de drogas ilegais.
Qualquer uso futuro das amostras ou estudo de acompanhamento sera aprovado por um
comité de ética.

NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAO

As amostras biologicas obtidas seréo utilizadas apenas para fins de investigacdo. Qualquer
material que ndo seja imediatamente utilizado continuara a ser armazenado para ser utilizado
no futuro para ajudar os cientistas a aprender mais sobre as relagdes entre meio ambiente,
alteracdes genéticas e salde. Os resultados da pesquisa ndo sdo adequados para uso em
testes clinicos, como parte de seu atendimento médico. Portanto, os resultados desses
estudos ndo estardo disponiveis para vocé. Nao havera nenhum custo financeiro para vocé
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participar neste estudo e ndo ha nenhuma compensacao ou pagamento pelo preenchimento
do questionério e fornecimento das amostras biolégicas.

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS

Durante a coleta do sangue, vocé pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma
(mancha roxa) no braco, no local onde for inserida a agulha. E possivel, mas n&o provavel,
gue vocé apresente inchagco ou sangramento no local da puncdo. Pode também ocorrer um
mal-estar relacionado a agulhas. E improvavel que ocorram danos fisicos a partir da coleta
de sangue. Se estes danos ocorrerem, vocé sera imediatamente tratado pelos profissionais
do hospital.

BENEFICIOS POTENCIAIS

N&o havera beneficios diretos para vocé que ndo a satisfacdo de participar desta pesquisa
para o possivel beneficio das geracdes futuras. Sua participacdo é muito importante para o
sucesso desta pesquisa cientifica.

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE

As informacdes relativas a sua participacdo no estudo serdo mantidas confidenciais e seréo
usadas apenas para fins cientificos, em conformidade com a legislagéo aplicavel do Brasil.
Ninguém, exceto 0s membros da equipe de pesquisa terdo acesso as suas respostas e aos
resultados de testes. Seu empregador (patrdo) ndo tera acesso a quaisquer resultados ou
informagdes que vocé nos fornece. As amostras biologicas ndo serdo etiquetadas com o seu
nome. Seu nome nao sera usado em nenhum relatério e nem divulgado de forma alguma.

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO

A sua participacdo nesta pesquisa é voluntaria e vocé pode se recusar a participar e/ou retirar
0 seu consentimento e interromper a participagdo a qualquer momento, sem nenhuma
penalizagdo ou perda de algum beneficio que tenha recebido anteriormente. Se vocé
inicialmente decidir dar seu consentimento para o armazenamento das amostras bioldgicas
para pesquisas futuras, mas depois mudar de idéia e enviar notificacdo por escrito para o
coordenador da pesquisa Servico de Cabeca e Pescoco do Hospital Aradjo Jorge da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias, todos 0os remanescentes das suas amostras
biolégicas serdo entdo destruidos. A sua decisdo sobre esse assunto ndo afetard o seu
tratamento médico ou seu emprego.

CERTIFICACAO

Eu li a explicagdo sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas
davidas. Ao concordar em participar deste estudo, eu ndo renuncio a nenhum direito que
possa ser relativo ao acesso e divulgacado dos meus dados. Eu concordo em participar das
partes do estudo onde esta assinalado “sim” e recuso-me a participar das partes do estudo
onde esta assinalado “nao”. Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento.

SIM  NAO Parte do estudo

Entrevista

Coleta e teste do sangue

Coleta de amostras de tumor e testes relacionados
Acesso aos prontuarios médicos

————
[ O S iy T— y S—
[r— — p— p—
[ O S iy T—  S—

Assinatura do participante Data Assinatura da testemunha  Data
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Nome Nome da testemunha

Noés agradecemos a sua colaboracao nesse importante projeto de pesquisa. Se vocé tiver
duvidas sobre este estudo, vocé pode telefonar para o Dr. José Carlos de Oliveira; chefe do
Servigo de Cabeca e Pescoc¢o do Hospital Araujo Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer
em Goiés, no telefone (0xx62)3243-7157 ou vocé pode escrever-lhe, no seguinte endereco:
Servico de Cabeca e Pescoc¢o do Hospital Aradjo Jorge cito a Rua 236, n.181 Setor Leste
Universitario, CEP: 74605-070, Goiania — Goias, Brasil.



