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“SO existem
dois dias no ano que nada
pode ser feito. Um se
chama ontem e o outro se
chama amanha, portanto
hoje € o dia certo para
amar, acreditar, fazer e

principalmente viver.

Dalai Lama



RESUMO

Introducéo: O carcinoma de celulas escamosa de cavidade oral € uma doenca
multifatorial com forte associagdo com o uso do tabaco, que possui entre seus
constituintes metais e metaldides, responsaveis pela geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). A perda do equilibrio entre producéo e eliminacao
de EROs é chamada de estresse oxidativo e pode levar a danos no DNA, RNA,
lipidios e proteinas. Além de fragmentacdo do DNA, EROs podem causar o mal
funcionamento do sistema de reparo do DNA, contribuindo para o
desenvolvimento de doencas, como o cancer. No entanto, as células contam
com mecanismos antioxidantes para a manutencdo da homeostasia oxidativa e
de reparo caso o dano ocorra no DNA. Dessa forma, o estudo teve como
principal objetivo entender os mecanismos e interacdes celulares de enzimas
de estressse oxidativo e reparo e sua associagdo com caracteristicas
epidemioldgicas e elementos presentes nas amostras tumorais. Casuistica e
Métodos: Nesse contexto a proposta buscou estudar tumores de 78 pacientes
com cancer oral quanto as interacdes biolégicas das proteinas envolvidas no
estresse oxidativo (SOD-1 e Trx) e de reparo (Ref-1 e OGG1/2), além de
avaliar suas associacfes com caracteristicas epidemioldgicas e prognosticas e
a presenca de elementos quimicos nos tecidos tumorais. Para tanto, foi
realizada analise da expressdo das proteinas por meio da imunohistoquimica,
caracterizacdo elementar por U-XRF e verificadas as associacfes com
caracteristicas epidemioldgicas e prognosticas dos pacientes. Resultados: As
analises das interalecdes protéicas com metais e estilo de vida mostraram que
o habito tabagista estd associado com o aumento da expressdo de SOD-1,
OGG1/2 e Trx, o elemento cromo esteve associado com Re-1 e Trx, o niquel
com Ref-1 e magnésio com OGG 1/2. Foi possivel observar também uma forte
interacdo proteina-proteina de OGG 1/ 2 com SOD-1. J& os resultados mais
voltados para o prognostico do paciente foi possivel constatar que os
elementos de cloro e cromo foram relacionados a recorréncia do tumor. A
invasao perineural e vascular foram indicadores importantes para agressao e

prognostico tumoral e a expressdo de SOD-1, Trx e Ref-1 mostrou relacdo



progndéstica com o crescimento tumoral. O habito alcodlico e invasdo vascular
tiveram impacto na sobrevida livre de doenca e especifica para doenca.
Conclusdes: Os dados levam a uma melhor compreensdo da atuacdo dos
elementos quimicos, absorvidos por meio do habito tabagista, na possivel
modulacdo da expresséo das proteinas de estresse oxidativo e reparo do DNA
e sua associacdo com as caracteristicas clinicopatologicas e prognosticas dos
pacientes.

Palavras-chave: Cancer oral; estresse oxidativo; metais; enzimas de reparo;

prognastico.



ABSTRACT

Introduction: Squamous cell carcinoma of the oral cavity is a multifactorial
disease with a strong association with the use of tobacco, which has metal and
metalloid constituents responsible for the generation of reactive oxygen species
(ROS). The loss of balance between production and elimination of ROS is
called oxidative stress and can lead to damage in DNA, RNA, lipids and
proteins. In addition to DNA fragmentation, ROS can cause the DNA repair
system to malfunction, contributing to the development of diseases, such as
cancer. However, the cells have antioxidant mechanisms for the maintenance
of oxidative homeostasis and repair if the damage occurs in the DNA. Thus, the
main objective of this study was to understand the mechanisms and cellular
interactions of oxidative stress and repair enzymes and their association with
epidemiological characteristics and elements present in the tumor samples.
Casuistry and methods: In this context, the proposal sought to study tumors
of 78 patients with oral cancer related to the biological interactions of proteins
involved in oxidative stress (SOD-1 and Trx) and repair (Ref-1 and OGG1 / 2),
besides evaluating its associations with epidemiological and prognostic
characteristics and the presence of chemical elements in the tumor tissues. In
order to do so, we analyzed the expression of the proteins by means of
immunohistochemistry, elemental characterization by py-XRF and verified the
associations with epidemiological and prognostic characteristics of the patients.
Results: The analysis of the metal and lifestyle protein interactions showed that
the smoking habit is associated with increased expression of SOD-1, OGG1 /2
and Trx, the chromium element was associated with Re-1 and Trx, nickel with
Ref-1 and magnesium with OGG 1/2. It was also possible to observe a strong
protein-protein interaction of OGG 1/2 with SOD-1. On the other hand, the
results more focused on the prognosis of the patient, it was possible to verify
that the elements of chlorine and chromium were related to the recurrence of
the tumor. Perineural and vascular invasion were important indicators for

aggression and tumor prognosis, and expression of SOD-1, Trx and Ref-1



showed a prognostic relationship with tumor growth. The alcoholic habit and
vascular invasion had an impact on disease-free and disease-specific survival.
Conclusions:The data lead to a better understanding of the performanceof the
chemical elements, absorbed through the smokinghabit, in the possible modulat
ion of the expression ofproteins of oxidative stress and DNA repair and itsassoc

iation with the clinicopathological characteristics andPrognostic of the patients.

Key words: Oral cancer; oxidative stress; metals, repair enzymes; prognosis.
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1. INTRODUCAO

Esta comprovada a relacdo do ato de fumar e o aparecimento de canceres na
cavidade oral e na laringe, bem como em locais mais distantes, a saber, estbmago,
pancreas, bexiga urinaria e intestino (SAMET e WANG, 2000). Existem entre 60 e 70
substancias cancerigenas na fumaca liberada dos derivados do tabaco, dentre eles
estdo os metais e semi metais, tais como: arsénico, niquel, cadmio e polénio 210.
Sendo, portanto, o tabaco um carcinégeno com efeito mutagénico e de proliferacéo
celular (ROSEMBERG, 2002 apud MEIRELLES, 2010). O estresse oxidativo esta
entre 0s mecanismos mais documentados da utilizagdo do tabaco, e as substancias
gue o compdem sdo as principais causadoras desse desbalanco celular (BANDEIRA
et al., 2018).

O estresse oxidativo refere-se a um sério desbalanco entre a producdo das
espécies reativas de oxigénio e a defesa antioxidante, englobando um amplo
espectro de condicdes que alterem o estado redox celular (HALLIWEL &
WHITEMAN, 2004).

Com a finalidade de evitar danos celulares induzidos pela ERO, as células
dependem de um conjunto diverso de proteinas para diminuir o estresse oxidativo e,
se 0 dano ocorrer, para reparar o dano induzido por ERO. Enzimaticas tais como,
superéxido dismutase (SOD), Tirredoxina (Trx), Ref-1, OGG1 desempenham papel
crucial na protecdo celular (OBERLEY et al., 1979; MATES et al., 2000; EVANS et
al., 2000; ELAHI et al., 2002; LINCOLN et al. 2003).

O estresse oxidativo atualmente é um grande foco de estudos devido ao fato
de sua presenca ser a causa ou evento comum a varios estados patolégicos
(REUTER et al., 2010). Dentre estes se encontra o cancer, em geral, o tratamento
do céancer, é baseado em uma estratégia de multimodalidade, comumente

envolvendo cirurgia, quimioterapia e radioterapia (SHAH et al., 2009).

No entanto, estudos que visem entender os mecanismos celulares em
condicdes de estresse oxidativo ajudariam a elucidar o entendimento do
comportamento tumoral no prognostico desses pacientes. Desta forma,

guestionamos se 0s componentes do tabaco, enzimas da via de estresse oxidativo e
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reparo, alem das caracteristicas epidemioldgicas e clinico patologicas, interferem na

evolucéo e prognostico do cancer oral.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a expressdo de proteinas de controle e reparo do DNA e via de
sinalizacdo de estresse oxidativo e verificar a influéncia dos elementos trago, bem
como sua correlacdo com caracteristicas histopatologicas, prognosticas, habitos de

vida de pacientes com carcinoma epidermdide de cavidade oral.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizacdo das amostras de pacientes com carcinoma epiderméide de

cavidade oral, tratados cirurgicamente;

- Caracterizar os elementos quimicos presentes nas amostras de carcinoma

epiderméide de cabeca e pescoco;

- Avaliar a expressao das seguintes proteinas relacionadas a via de estresse
oxidativo: SOD-1 e Trx e reparo de DNA: Ref-1 e OGG1/2 e o0s possiveis

mecanismos de interacao entre as proteinas nos pacientes;

- Relacionar a caracterizagdo com a expressao das proteinas do estudo, bem
como sua correlacdo com caracteristicas histopatolégicas, prognésticas, habitos de

vida.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais

O carcinoma epiderméide oral (CEO) € caracterizado por lesdes malignas que
acometem os tecidos orais (MASSANO et al., 2006). O Instituto Nacional de Cancer
(INCA) estimou para 2018 a ocorréncia de 14.700, sendo 11.200 homens e 3.500
mulheres. E o quinto cancer mais frequente em homens e o nono em mulheres,
no pais. Por regides, entre os homens, € o quarto mais frequente na regido Sudeste,
0 quinto nas regides Nordeste e Centro-Oeste, 0 sexto na regido Sul e o sétimo na
regido Norte. Entre as mulheres € o nono mais frequente na regido Nordeste, o
décimo na regido Sudeste, 0 12° nas regides Norte e Centro-Oeste e 0 152 na regido
Sul (INCA, 2015).

Mediante ao aperfeicoamento dos exames e da melhora nos tratamentos nas
Gltimas trés décadas, somente 40%-50% dos pacientes com carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco (CECP) sobrevivem por mais de 5 anos apo6s o diagnéstico
(LEEMANS et al., 2011; STRANSKY et al., 2011; ZHU et al., 2015).

Dobréssy (2005), afirma que um dos principais subgrupos de carcinomas de
cabeca e pescoco é o cancer oral, envolvendo mucosa da boca (labios, base da
lingua, lingua, assoalho da boca e palato duro) e faringe (orofaringe, hipofaringe e
nasofaringe). Aproximadamente 40% dos tumores de cabega e pesco¢o ocorrem na
cavidade oral, 15% ocorrem na faringe, 25% ocorrem na laringe. Os fatores de risco
gue estdo comumente associados a esse tipo de neoplasia sdo: o consumo
excessivo de tabaco e alcool. Alem disso, estd aumentando o numero de evidencias
que relatam o papiloma virus (HPV) como agente causador de subtipos especificos
de carcinoma epidermoide (CE).

A Global Burden of Disease Cancer Collaboration afirma que para o ano de
2015, 410 mil pessoas foram acometidas e 146 mil morreram por este tipo de tumor.
De acordo Ferlay et al. (2015), em todo mundo ocorreram 145 mil mortes (1,8% do
total mundial), das quais 77% nas regides menos desenvolvidas. O carcinoma de

células escamosas ou carcinoma epidermoide representa mais de 90% dos casos
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de tumores da cavidade oral, faringe e laringe, dentre as variantes histologicas
(LEEMANS et al., 2011; BAXIS et al., 2014).

Historicamente, acomete principalmente individuos entre a quinta e sétima
décadas de vida com o habito de consumo de tabaco e alcool, também pode ser
decorrente de infeccado por HPV e suscetibilidade genética (GILLISON et al., 2007;
HAN et al., 2010; LEEMANS et al., 2011; BAXIS et al., 2014).

Estudos revelam que o alcool e o fumo séo fatores etioldégicos potenciais para
0 surgimento do cancer de boca mesmo em individuos com idade inferior a 45 anos
(IARC. 1988; IARC, 2004, KUMAR et al.,, 2016). A associacdo entre o fumo e o
alcool na etiologia do cancer de boca esta relacionada com o efeito de aumento da
permeabilidade causado pelo alcool, que pode ocasionar um aumento da
penetracdo dos carcindgenos presentes no tabaco (CONWAY et al., 2018; DU et
al., 2000).

O uso do tabaco €, de longe, a mais difundido ligacdo entre a exposicao a
carcinégenos conhecidos e morte por cancer e, portanto, € um modelo para a
compreensao dos mecanismos de induc¢do do cancer (HECHT, 2003). A fumaca do
cigarro € uma mistura complexa de produtos quimicos, dentre os quais pelo menos
60 causam cancer, pela provavel inducdo de danos ao DNA, o que levaria a um
incremento da carga de mutacdes somaticas e uma maior possibilidade de adquirir

mutacOes em genes relacionados ao cancer.

O cigarro é um fator de risco e sua fumaca contém mais de 7000 substancias
guimicas, muita das quais podem contribuir para os efeitos reforcadores do tabaco
dentre essas substancias destacam-se 0s metais e metaldides ndo essenciais para
sistemas biolégicos. Estudar essa interacdo entre o habito tabagista e etilista nas
modificacdes celulares € de suma importancia para compreensdo do microambiente
tumoral e sua progressdao (BANDEIRA et al., 2018; CONDOLUCI et al., 2016;
STEWART e WILD, 2014).
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3.2 Metais e metaldides na saude e em sistemas bioldgicos

Elementos-trago geralmente representam menos de um por cento da massa
de um material (CESAREO, 1988). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
agrupou os elementos tracos em 3 grupos de acordo com a significancia nutricional
em humanos: elementos essenciais: I, Zn, Se, Cu, Mo, Cr, Fe e Co; elementos
provavelmente essenciais: Mn, Si, Ni, B, V; elementos potencialmente toxicos,
alguns dos quais podem, contudo, apresentar algumas func¢des essenciais em niveis
baixos de concentracao: F, Pb, Cd, Hg, As, Al, Li, Sn (WHO, 1996).

Como ja mencionado alguns metais e metaldides sdo componentes
essenciais nos organismos desempenham funcdes em processos bioquimicos e
afetam profundamente, seja porque séo essenciais ou toxicos quando presentes em
guantidades excessivas (VALKO e MORRIS, 2005). Portanto para a homeostase 0s
metais e metaldides devem estar presentes em uma estreita faixa de concentracao e
fortemente regulados nos sistemas bioldgicos, visto que quaisquer alteracbes nas
concentracbes podem ser danosas e induzir desordens patologicas. (SCHWARTZ,
1975; CARVALHO et al., 2007). A distribuicdo dos elementos tracos nos 6rgaos e
fluidos corporais €, na maioria das vezes, heterogénea e, além disto, varios desses
elementos desempenham um papel importante na carcinogénese (MAJEWSKA et
al., 1997).

Estudos focam na toxicidade e na carcinogenicidade induzida por metais,
enfatizando seu papel na geracdo de espécies reativas de oxigénio em sistemas
biologicos, a formagédo de radicais livres mediada por metais pode causar varias
modificacdes na bases do DNA, aumento da peroxidacao lipidica e mudancas na
homeostase do célcio e do sulfidril (VALKO et al., 2005; CHEN et al., 2001) (Figura
1).
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Figura 1: Possiveis mecanismos de inducdo ao estresse oxidativo (Adaptado de Ercal et al.,
2001).

Deplegéo dos grupamentos tiois

3.3 Via do estresse oxidativo/ Danos ao DNA

O estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (EROs) é um
mecanismo bem conhecido de danos induzidos por metais pesados (TCHOUNWOU
et al., 2012; BANFALVI, 2011). O estresse oxidativo refere-se & condicdo a qual ha
um grave desequilibrio entre a defesa antioxidante e a producdo das espécies
reativas de oxigénio, sendo um dos mecanismos mais documentados de toxicidade
e carcinogenicidade (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Um dos principais locais geradores de espécies reativas ocorre na
mitocondria durante o processo de fosforilagdo oxidativa, no qual elétrons séo
transferidos sequencialmente do oxigénio e agua € produzida no complexo IV da
mitocondria. No entanto, uma pequena propor¢cdo do oxigénio € reduzida
parcialmente, visto que, as proteinas que fazem parte da cadeia fosforilativa

possuem centros redox que transportam apenas um elétron de cada vez. Cerca de
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0,1% a 4% nao chega a ser completamente reduzido a agua, ou seja, havendo uma
disfuncdo da transferéncia de elétrons através da cadeia respiratéria. Nesse
processo existe a formacdo de espécies reativas de oxigénio tais como anion
superoxido (0O2.) (TURRENS, 1997; WANG et al, 2004, HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

De acordo com De Viscaya-Ruiz et al. (2008), o anion superoxido (O2."), o
radical hidroxila (OH"), o peroxido de hidrogénio (H202), e o oxigénio singlet (102),
advindos da molécula de Oz sé@o os principais agentes do estresse oxidativo e da
sinalizacao oxidativa. Dentre os citados o anion superéoxido é considerado o radical
livre primario, que pode reagir com outras moléculas gerando outras espécies
reativas de oxigénio como H202 e OH" diretamente ou via enzimas e, processos
catalisados por metais. O anion superoxido produzido pode ser reduzido a peroxido
de hidrogénio via enzima superéxido dismutase (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007).

De acordo com Halliwel e Gutteridge (2007), o peroxido de hidrogénio é
considerado uma espécie reativa, pois ndo é carregado, é pouco reativo, penetra
pelas membranas e apresenta citotoxicidade em altas concentra¢des. E decomposto
pela enzima catalase ou pela glutationa peroxidase formando agua. Através da
presenca de metais reduzidos como Fe*? e Cu, pela reacdo de Fenton, o H202
produz o radical hidroxil que é um agente altamente oxidante que interage com
moléculas incluindo o DNA, proteinas, lipideos, acucares e metais (STOREY, 1996;
VALAVANIDIS et al., 2006).

Dentro desse contexto, os metais de transicdo no alcatrdo da fumaca do
cigarro sdo notaveis por causa de sua capacidade promover a formacao de radicais
hidroxila via reacdo de Fenton (WOOTEN et al., 2006). Os metaléides como, por
exemplo, o arsénio presente no meio induz alteracdes na integridade mitocondrial e
rapido declinio em seu potencial de membrana. Mediante a essas alteracfes as
mitocondrias sdo consideradas sitios primarios que produzem uma incontrolavel
formacdo de anion superoxido, combinada com uma diminuicdo nas defesas
antioxidantes. Consequentemente resulta no aumento da sensibilidade das células
ao arsénio (COHEN et al., 2006).
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3.5 Superoxido Dismutase (SOD 1)

Devido ao potencial téxico das ERO, os organismos desenvolveram
complexos sistemas antioxidantes para se sobreviver neste ambiente oxidativo.
Além disso, estudos recentes tém mostrado que as células aerdbicas também
podem utilizar as ERO na sinalizacdo celular, modulando diversos processos
celulares como diferenciacéo, proliferagcao e morte (BIRBEN et al., 2012; SIES et al.,
2017).

Halliwell e Gutteridge (2007) descrevem que a superoxido dismutase pertence
a uma familia de enzimas cuja funcéo é catalisar a conversédo do anion superéxido

em peroxido de hidrogénio nos diversos compartimentos celulares.

Existem trés formas distintas de superéxido dismutase encontradas em
células humanas: a CuZnSOD (SOD-1, dependente de cobre e zinco), a MnSOD
(SOD-2, dependente de manganés), intracelulares, e a CuzZnSOD (SOD-3,
dependente de cobre e zinco) extracelular. A SOD 1 localiza-se no citoplasma, no
compartimento nuclear e nos lisossomas. A SOD 2 esta localizada na mitocondria e
a SOD 3 localiza-se no plasma, linfa, ascite e fluido cérebroespinhal. Na defesa
intracelular contra as reacdes oxidativas as enzimas superéxido dismutase
Cobre/Zinco (SOD-1) e a superéxido dismutase dependente de manganés (SOD-2)
sdo as primeiras e mais importantes enzimas intracelulares (GUTTERIDGEA e
HALLIWELLB, 2000; ZELKO et al., 2002; HUANG et al., 2000).

A SOD-1 dependente de cobre e zinco € um homodimero de 32-kDa, com
153 aminoacidos e um ion de cobre e um de zinco por sitio ativo em cada
subunidade. Além disso, necessita de estabilidade para a catélise que é dada pela
estrutura quaternaria da proteina, bem como a ligacdo dos dois ions metélicos
(cobre e zinco) posicionados no ndcleo catalitico (TRUMBULL; BECKMAN, 2009;
PERRY et al., 2010).

Diversos autores afirmam que inumeros fatores regulam a expressao de
SOD, em especial aqueles sensiveis ao estresse oxidativo, tais como a proteina AP-

1 e o NF-Kb que s&o componentes importantes da resposta celular em situacao de
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estresse oxidativo e decisivos nas questdes de sobrevivéncia ou morte celular
(KARIN, 1999; SHAULIAN e KARIN, 2002; BUBICI et al., 2006).

Estudos relatam que a expressdo da SOD aumenta a agressividade e o
potencial invasivo de células malignas em alguns tipos de canceres (CONNOR et al.,
2007; NELSON et al., 2003; SALZMAN et al., 2007). Células cancerigenas parecem
ter um nivel baixo de ERO devido a maior expressao de moléculas de eliminacdo de
radicais livres como SOD 1 (CASARIL et al., 1994, WANG et al., 2005). De acordo
com Jin et al, (2001), esse aumento no meio intracelular pode promover
mecanismos de resisténcia a radioterapia, visto que, SOD-1 estd envolvida na
detoxificacdo celular por transformar os radicais livres (toxicos) em peroxidos (ndo
toxicos). Em contraste, um suprimento insuficiente de enzimas antioxidantes no meio
intracelular, especialmente SOD-1 pode causar uma superproducdo de ERO,

levando a necrose e apoptose.

Niveis de enzimas antioxidantes tornam-se um assunto de interesse por seu
possivel papel em muitas condicfes cancerosas é servem como a espinha dorsal do
mecanismo de defesa antioxidante celular. Estas enzimas antioxidantes também
podem servir como alvos terapéuticos e um guia para o prognoéstico em pacientes

gue sofrem de tal doenca.

3.6 DNA Glicosilase OGG1 e OGG2

Ainda que toda a maquinaria celular esteja preparada para a remocédo das
espécies reativa de oxigénio é possivel afirma que em condi¢Bes de estresse todos
0S mecanismos ndo sejam suficientes par a evitar os danos causados por ERO
(SCHUMACKER, 2015). Um dos mecanismos mais documentados dos danos
oxidativos ao DNA é a oxidagdo da base guanina, na qual ocorre a incorporacdo do
radical OH no carbono 8 da molécula da guanina, formando a 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OH-dG) (KAISA e NISHIMURS, 1983).



24

Estudos comprovam uma ligacdo entre a formacdo de 8-OH-dG e a
carcinogénese induzida pelo fumo do tabaco, onde, niveis aumentados de 8-OH-dG
foram observados no DNA pulmonar de fumantes com uma correlagdo observada
entre os niveis de 8-OH-dG e o numero de cigarros fumados (ASAMI et al., 1997;
DAS et al., 2016). Além disso, foram detectados niveis aumentados de 8-OH-dG na
mucosa oral dos fumantes em comparacao aos nao-fumantes. (YARBOROUGH et
al., 1996; ROMANO et al., 2000)

A DNA (glicosilase 8-0xoG, codificada pelo gene OGG 1 localizado no
cromossomo 3p25, é responsavel por remover a base oxidada (8-oxoG) no DNA, e
dar inicio ao reparo por excisdo da base (BER). A atividade de OGG 1 no DNA
excisa preferencialmente a citosina oposta 8-oxoG. Além disso, OGG1 também
possui uma atividade de liase AP fraca (NAKABEPPU, 2014).

Existem mais de sete formas de splicing alternativo de mRNA OGG1, e estas
foram classificadas em dois tipos com base em seus ultimos exons. Os tipos la e 2a
sdo os principais transcritos de OGG1 em varios tecidos humanos e codificam
OGGl-l1a e OGG1l-2a (NAKABEPPU, 2014). A OGG1l-la tem um sinal de
localizacdo nuclear em sua extremidade C-terminal e, portanto, esta localizada no
ndcleo. J& a proteina OGG1-2a, que tem uma regido C-terminal Unica consistindo
de duas regifes distintas, uma regido acida e uma regido hidrofébica e esta
localizada exclusivamente na mitocondria (NISHIOKA et al., 1999).

O polimorfismo OGGL1 estéd associado ao aumento do risco para varios tipos
de cancer, estudos verificaram que o polimorfismo Ser326Cys aumenta o risco de
cancer de cabeca e pescoco e cancer colorretal (KUMAR et al. 2011; CANBAY et al.
2011), em associacdo com habitos etiolégicos como o tabagismo (ELAHI et al.
2002).

David et al. (2007), afirmam que se a lesdo ndo é removida corretamente do
DNA, podem ocorrer mutagdes do tipo transversédo G:C para T:A. Alem disso, Foti e
colaboradores (2012), afirmam que quando ocorre a formagcdo de muitas lesbes 8-
oxoG no DNA e as mesmas encontram-se muito proximas uma das outras, a
capacidade de reparo da célula pode ndo ser suficiente acarretando na morte da

célula.
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O reparo de excisao por base de DNA (BER) é a principal via para reparo de
lesbes oxidadas (MITRA et al., 2001). A remocéo da base lesionada é o primeiro
passo na BER, e é realizada por glicosilase de DNA, que produz extremidades de
fosfato de 3'-hidroxila ou 5'-desoxirribose que posteriormente sé&o reconhecidas por
uma endonuclease denominada apurinica/apirimidinica/fator redox 1 (APE-1/Ref-1)
(D’ERRICO et al., 2008).

3.7 Endonuclease apurinica/apirimidinica/fator redox (APE-1/Ref-1)

A APE-1, endonuclease apurinica/apirimidinica 1 e também conhecida como
fator efetor redox (Ref-1) € uma proteina que exerce duas funcdes, a atividade redox
e a de reparo por excisdo de base (BER), determinadas em regides completamente
independentes. A regido N-terminal desempenha principalmente a atividade de co-
ativacao transcricional mediada pela acdo da reducéo, j& a regido C- terminal exerce
a funcdo enzimatica em sitios abasicos no DNA, principalmente através de residuos
H309 em seu sitio catalitico (XANTHOUDAKIS et al., 1994).

Fleck e Nielsen (2004), afirmam que na via BER a proteina € responsavel
pelo reparo de danos oxidativos e de alquilacdo, favorecendo a protecdo contra
efeitos toxicos de agentes enddgenos e exdgenos, isso inclui também os

quimioterapicos.

A distribuicdo da APE1/REF-1 nos diferentes tipos celulares de mamiferos &
principalmente nuclear e é critica para o controle da taxa de proliferacao da célula, a
expressdo citoplasmatica tem sido correlacionada com agressividade de diferentes
tumores (IZUMI et al., 2005; JACKSON et al., 2005 SMITH et al., 2008).

Como ja relatado a exposicdo da célula ao estresse oxidativo causa varios
danos celulares, incluindo danos ao DNA (SCHUMACKER, 2015). As lesbes
causadas ao DNA sdo geralmente reparadas através da via BER, via também
responsavel pelo reparo de lesdes de fitas simples, causadas por agentes metilantes
e de um grande numero de depurinacdo espontaneas. Enzimas envolvidas nesse
sistema de reparo reconhecem as lesdes e catalisam a excisdo e substituicdo do
nucleotideo modificado (DAVID et al., 2007; EVANS et al., 2004).
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O BER possui duas subvias de reparo de bases, a via curta (do inglés: single
nucleotide- SP- BER) e via longa (long patch — LP-BER) responsaveis pela remogéo
de um ou de 2 a 7 nucleotideos respectivamente. Apos a lesdo no DNA as etapas
dessa via ocorrem da seguinte forma: 1) uma glicolase especifica realiza a excisdo
da base com lesédo, 2) incisdo dos sitios apurinicos ou apirimidinicos (AP), 3)
processamento das extremidades bloqueadas, 4) preenchimento da lacuna formada
e, 5) ligacdo da nova fita sintetizada (LIU e WILSO, 2012).

Base oxidada Estresse Oxidativo
T S lEw . Wl
o=t 8-oxoguanina
- ¢ |, DNA glicosilase
Sitio AP ~..' (monofuncional)

Ll Ll LA ARl
' A Al

=

’ |

l APE1/REF-1

@‘ Agticar nativo Agucar oxidado @* Agucar oxidado
- -

A (5" deoxiribosefosfato) P
A

.
L] T i+ i e DA S
| - - - e R E A

=

R MR TG A I A

PolB PolB/6/=
Pol B ! ) :
Q dRP liase Y Excisdo e replitagao Sintese da
restauradora fita

-T'TTTQI_’—'_F'

B o D T bl D W
=3 wr A AE TR SE A
B R
QT!)F:»:m —+rrrr?

A e R

Polf
Excisdo ereplicagdo 903 i I A
restauradora Clivagem por FEN1
Pol B
Excisdo e replicagdo
-JF 5 58 30 0 10 91 - R o A LS D
g R .S 0.0 p 0 restauradora IR - 8
) R 5 5 D e
LAL AL L LLL
DNA ligase DNA ligase
DNA ligase
Ty B 30 a5 B 29 TR S 3. 0. QS ON .
RO v B oo o W R S W T
BER- Via curta BER- Via longa BER- Via longa
(1 nucleotideo) (2 nucleotideos) (3 ou mais nucleotideos)

“r~ Novo DNA sintetizado

Figura 2- Uma representacdo esquematica do reparo de bases oxidadas no DNA pela via
BER.O estresse oxidativo pode resultar em lesdes de bases oxidadas no DNA, como por
exemplo , formacéo de 8-oxoguanina (8-0x0G). A DNA glicolase OGG1 é capaz de remover
a leséo do tipo 8-oxoG deixando um sitio AP. Em seguida, APE1/REF-1 promove a inciséo
na regiao 5 do esqueleto agucar-fosfato no sitio AP, deixando um agrupamento nativo n&o
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oxidado 5-fosfatodesoxirribose (dRP) ou um grupo 3’-OH proximo ao espaco do nucleotideo.
A ponte com um grupo ndo oxidado é reparado pela sub via SN-BER (1), ao passo que a
extremidade com o agUcar oxidado pode se reparado pelo sub via LP-BER (2a e 2b). (1) Os
préximos passos da via curta sdo a adicdo de um nucleotideo na lacuna gerada e remocao
do agrupamento 5’-dRP pela DNA polimerase 3 (polB). Subsequentemente, a polf3 promove
o preenchimento da lacuna deixando um intermediario de DNA livre para ligacdo. Neste
cenario, o reparo envolve uma substituicdo de apenas um nucleotideo por isso é a via SN-
BER. (2) Para o cenario onde o agucar oxidado é resistente a atividade de dRP liase da polf
o reparo desses intermediarios bloqueados pode seguir pela via longa BER, a qual envolve
a resintese de um oligonucleotideos de comprimento. A sintese de DNA nesta via é
realizada por diversas polimerases e requer fatores de replicacdo e o produto final do DNA
reparado € selado por uma ligase. Dependente da quantidade de substituicdo de
nucleotideos necessarios que é recrutado o aparato enziméatico especifico. (Adaptado de Liu
e Wilson, 2012).

Nos mamiferos a principal AP- endonuclease € a APE1/REF-1, que se liga de
forma rigida ao DNA, favorecendo a estabilidade e a conformacao necessarias para
formar os sitios AP, que a partir do momento que sdo gerados se ndo forem
adequadamente processados podem levar a quebra da fita de DNA, apoptose e
aumento da citotoxicidade (GORMAN et al, 1997; LOEB e PRESTON, 1986).
Mediante a esse contexto a APE1/REF-1 é uma enzima indispensavel na
manutencao da via BER e deficiéncias nessa via estdo sendo associadas a diversos

tipos de canceres e doenc¢a neurodegenerativas (PARSONS e DIANOV, 2013).

A funcdo redox da APE1/REF-1 é responsavel por regular a expressao
génica, sabe-se que € capaz de regular a ligacdo de fatores de transcricdo no DNA
de proteinas tais com, AP-1, NF-kB, EGR-1, através do controle do estado redox dos
residuos Cys localizados nos dominio de ligacdo ao DNA ou em regides reguladoras
do fator de transcricdo (TELL et al., 2010; XANTHOUDAKIS et al., 1994) .

Altos niveis de espécies reativas de oxigénio ativam a expressao da proteina
em resposta ao estresse oxidativo, aumentando sua atividade de endonuclease
(TELL et al.,, 2010). Interacbes moleculares proteina-proteina tem um papel
importante tanto na funcdo de reparo quanto de redox de APE1/REF-1 e séo
essenciais para o entendimento de varias doencas humanas (BENNETT et al.,
1997). Alem disso, para sua funcionalidade no meio celular proteina da interagéo
especifica com a TRX (QIN et al., 1996).
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3.8 Sistema da tiorredoxina

A tiorredoxina (Trx) sdo proteinas oxido-redutases de cerca de 12 kDa, estdo
envolvidas em diversos processos celulares, tais como, defesa contra estresse-
oxidativo, proliferacdo e viabilidade celular, geralmente envolvendo trocas tiois-
dissulfeto (ARNER; HOLMGREN, 2006; HOLMGREN; LU, 2010; LU; HOLMGREN,
2014). Holmgren e Bjornstedt (1995) relatam que a Trx possui um sitio
dissulfeto/ditiol redox-ativo em sua estrutura e que opera conjuntamente com a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) e a enzima
tiorredoxina redutase (TrxR) (Figura 3), formando um sistema redutor eficiente que,
em cooperacdo com peroxidases Trx-dependentes, promove a remoc¢ao do H20:2

intracelular.

Estruturalmente a proteina Trx apresenta um dominio caracteristico, o
“dominio tiorredoxina”, que é composto de uma sequéncia de 4 aminoéacidos (-Cys-
Gly-Pro-Cys-), contendo duas cisteinas estruturalmente préximas em seu sitio ativo.
Existem pelo menos trés tipos de Trx em mamiferos: a Trx1 € expressa no citosol, a
Trx2 na mitocondrial e a spTrx € expressa nos espermatozoides (LU; HOLMGREN,
2014). Arner e Holmgren (2000) afirmam que com isoformas diversas as
tiorredoxinas sdo encontradas em diferentes espécies em abundancia, e participam

de reacdes biossintéticas essenciais e da regulacdo de muitas fungdes biolbgicas.
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Figura 3: O Esquema das atividades da oxidorredutase do sistema tiorredoxina. A figura
mostra esquematicamente a reducdo da tiorredoxina oxidizada no local ativo, Trx-S,, a um
ditiol na tiorredoxina reduzida, Trx- (SH) 2, pela tiorredoxina redutase (TrxR ) e NADPH. Trx-
(SH) 2 reduz os sulfuretos de proteina pela sua atividade geral de oxidorredutase, gerando
Trx-S,. Adaptado (Arnér e Holmgren, 2000).

Os componentes do sistema da Trx ndo participam apenas da remocao de
ROS do ambiente celular, como podem desempenhar papéis regulatérios em
diversas funcbes celulares pela interacdo proteina-proteina (MASUTANI et al.,
2005). A Trx pode regular a atividade de proteinas redox-sensiveis, envolvidas na
transducdo de sinais e expressdo génica, como a proteina ativadora 1, o fator
nuclear kB (NFkB), e a cinase 1 reguladora do sinal de apoptose (ASK1) (HIROTA et
al., 1997; SAITOH et al., 1998).

A proteina APE-1/Ref-1 é wuma das proteinas modificadas pos-
traducionalmente por fosforilacdo e modificacdo redox através da enzima Trx (Evans
et al., 2000). A interacdo de Apel / Ref-1 e Trx, funcionalmente é observada no
aumento da ligacao especifica de sequéncia de DNA de AP-1 e p53 (HIROTA et al.,
1997; UENO et al., 1999).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arn%C3%A9r%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11012661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holmgren%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11012661
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3.9 Fatores progndsticos

O “Sistema TNM para Classificagcdo de Tumores Malignos” foi desenvolvido
com a finalidade de padronizacdo de tumores, o qual, ainda hoje, € o sistema de
estadiamento clinico mais utilizado (SOBIN et al.,, 2009; Almeida et al.,, 2011,
DISSANAYAKA et al., 2012). O sistema baseia-se na extensao do tumor primario
(T), na auséncia ou presenca e extensado de metastases em linfonodos regionais (N)
e na auséncia ou presenca de metastase a distancia (M) (MOURA et al., 2016). O
estadiamento da doenca é obtido ap6s a classificagdo do tumor conforme o TNM e
para plano de tratamento destes doentes é importante combinar os achados de
diagnéstico clinico e estadiamento, com o histopatoldgico da lesdo (MOURA et al.,
2016).

Em relacdo ao paciente o protocolo terapéutico € definido de acordo com a
classificacdo do estadiamento A ocorréncia de metastase tumoral ou recidiva,
mesmo combinadas com o tratamento, sdo consideradas os principais fatores para
um pior prognéstico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009).

Entender a rapida evolucdo da biologia do cancer e a descoberta e validacao
de fatores biolégicos que predizem os resultados em resposta ao tratamento com
maior precisao levaram alguns especialistas em cancer a questionar a unicidade de
uma abordagem baseada no Sistema Internacional de classificacdo dos tumores
(TNM) favorecendo um cuidado clinico a nivel mais individualizado do paciente
(AMIN et al., 2017).

E definido como um marcador progndstico qualquer marcador capaz de, no
momento do diagndéstico (ou cirurgia) da neoplasia, fornecer informacfes a respeito
da sua evolucdo clinica. O marcador deve estar relacionado a determinadas
caracteristicas biologicas envolvidas na transformagéo celular neoplasica, no
crescimento tumoral ou no processo da cascata metastatica E considerado preditivo
quando fornecer informacdes Uteis na selecdo de pacientes susceptiveis a

determinada terapéutica especifica (SHMITT et al. 1998).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28094848
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Os fatores prognoésticos sdo de grande relevancia em diversas doencas, pois
por meio deles é possivel tracar um melhor caminho para o tratamento. No cancer
de cabeca e pescoco os fatores progndésticos principais para determinar a conduta
terapéutica estdo baseados na positividade para o virus do papiloma humano (HPV),
o0 sitio e o estadio TMN, as comorbidades e os marcadores moleculares direcionam
qual a terapia a ser utilizada nos pacientes com grupos de caracteristicas comuns
(van den BREKEL et al., 2002; MEHANNA et al. 2010). Contudo, estes indicadores
as vezes ndo sao capazes de predizer as elevadas variagcbes na resposta ao

tratamento e progndstico.

O carcinoma oral de células escamosas desenvolve-se a partir de uma leséo
pré-maligna existente, tais como leucoplasia, eritroplasia ou leucoplasia verrucosa
proliferativa. Mediante a esse fato Slaughter et al. (1953), propuseram o conceito de
“cancerizagcdao de campo” , que se refere a formagao de grandes campos pré-
neoplasicos de epitélio mucoso exposto a carcin6genos que nao sdo aparentes no
exame clinico ou histolégico, ocorrendo a nivel molecular. Gerando uma
consequéncia a nivel celular, na qual as células adquirem e acumulam umas séries
de alteracbes genéticas ou epigenéticas levando a uma desrregulacdo do ciclo
celular e a proliferacdo celular descontrolada predispondo a transformacdes
malignas (FELLER et al., 2013).

Esse conceito de campos pré-cancerizados no carcinoma oral de células
escamosas foi caracterizado com base na expressdo de um supressor de tumor
mutado, o p53, inicialmente células com mutacao de perda da funcédo do gene TP53,
adquirem mutacGes adicionais, permitindo vantagens em relacdo a proliferacdo
celular e, eventualmente, formando um campo pré-neoplasico (BRAAKHUIS et al.,
2003; van HOUTEN et al, 2002).

Estao descritas varias caracteristicas progndsticas relacionadas ao tumor e o
paciente, entretanto existe pouca informacao disponivel de como superar 0s riscos e
direcionar a modalidade terapéutica. A heterogeneidade tumoral € um grande
desafio e a causa fundamental dos piores desfechos, agressividade e principalmente
da resisténcia ao tratamento. Tem sido uma alternativa a utilizagcdo de marcadores
biolégicos, uma vez que, sdo capazes de auxiliar na identificacdo dos processos de

progressdo tumoral, prognéstico, avaliagdo da resposta ao tratamento e até mesmo
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determinar o comportamento biolégico tumoral e caracteristicas relacionadas a

agressividade tumoral.

Dentro desse contexto, as proteinas da via de estresse oxidativo SOD-1, APE1 /
REF-1, OGGL1 e tioredoxina (TRX), que foram inicialmente caracterizadas em células
MCF-7 (células de cancer de mama), formam uma rede interligada de proteinas que
ajudam a manter funcionalmente o ambiente intracelular e tornan-se potenciais para
estudos de microambiente tumoral (CURTIS et al.,, 2010). A SOD-1 converte
superoxido em peroxido de hidrogénio desempenhando assim, um papel essencial
na regulacéo intracelular de EROS, limitando proteinas e os danos do DNA. A TRX
reduz e ativa APE1l/ REF-1 age no sito de DNA que sofreu excisdo através da
OGG], juntos APE1 / REF-1, TRX ajudam a reverter a oxida¢ao induzida por EROS
de numerosos fatores de transcricdo e outras proteinas celulares (CURTIS et al.,
2010) (Figura 3).
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Figura 4- Papel do estresse oxidativo e proteinas de reparo do DNA nas células (modificado
de CURTIS et al., 2010).
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O estudo dessa via em tecido de cancer de mama demonstrou que a
expressdo das proteinas SOD 1, APE1 / REF-1, a TRX é elevada, assim, parece
plausivel que a expressdo aumentada da SOD1 possa ajudar a reduzir o acimulo de
EROS e promover a sobrevivéncia das células cancerigenas por meio da ativacdo
da expressédo de Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) mediada por
Hypoxia-inducible factor 1 (HIF1) (GRZENKOWICZ-WYDRA et al., 2004; JUAREZ et
al., 2006).

De acordo com Kim et al. (2013), compreensao dos diversos fatores que
contribuem para o prognostico de pacientes com cancer de cabeca e pescoco
permite uma avaliacdo precisa do risco e promove o0 desenvolvimento de melhores
estratégias de tratamento. Além disso, surgem novas terapias especificas, que

permitem aos clinicos diminuir o risco associado a fatores moleculares adversos.
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CAPITULO 1: INTERELACOES PROTEICAS,
ELEMENTARES E ESTILO DE VIDA EM PACIENTES COM
CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

Artigo a ser submetido.
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INTERELACOES PROTEICAS, ELEMENTARES E ESTILO DE VIDA
EM PACIENTES COM CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

Resumo

O uso do tabaco é o principal fator etioldgico para cancer oral, sendo conhecido por
gerar radicais livres, capazes de causar estresse oxidativo. Os componentes do
cigarro, incluindo metais e metaloides sdo os principais geradores de espécies
reativas e suas concentragbes excedentes podem atuar no processo e
carcinogénese. A célula possui um sistema de defesa antioxidante que tem a funcéo
de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres e/ou
espécies reativas, e, caso esse dano seja gerado é necessario um mecanismo de
reparo celular. Nesse contexto, a proposta buscou estudar as interacfes proteina-
proteina das vias de estresse oxidativo (SOD-1 e Trx) e reparo de DNA (OGG1/2 e
Ref-1), bem como avaliar suas associacdes com hébitos de vida e a presenca de
elementos quimicos nos tecidos tumorais. Para tanto, foi realizada a analise da
expressao das proteinas por imunohistoquimica e caracterizacdo elementar por p-
XRF de tumores de cavidade oral. Os resultados mostraram que o habito tabagista
foi associado com 0 aumento da expressao de SOD-1, OGG1/2 e Trx. O elemento
cromo esteve associado com o aumento da expressao de Ref-1 e Trx, o niquel com
diminuicdo da expressao da proteina Ref-1 e o elemento magnésio com diminui¢ao
de OGG 1/2. Foi possivel observar também uma forte interacéo proteina-proteina de
OGG 1/2 com SOD-1. Os dados levam a uma melhor compreensao dos elementos
quimicos absorvidos através do habito tabagista, na modulacdo da expressao das
proteinas da via de estresse oxidativo e reparo de DNA. Os dados levam a uma
melhor compreensdo de como o0s elementos quimicos, absorvidos através do habito
tabagista, modulam a expressao das proteinas da via de estresse oxidativo e reparo
de DNA.

Palavras-chave: Enzimas; estresse oxidativo; reparo, tabaco; cancer oral.
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INTRODUCAO

Na promocédo da carcinogénese, o tabaco pode atuar como um agente
mutagénico e iniciador das vias de proliferacdo celular, além disso, as substancias
carcinogénicas da sua composicdo podem aumentar a modificagcdo do DNA pela
oxidacdo, bem como por desregulacdo do metabolismo celular, resultando na
producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MOFFATT et al. 1991; PRYOR et
al. 1993).

O impacto do aumento na producéo das ERO na carcinogénese, relaciona-se a
instabilidade gendmica e a promocédo de danos do DNA que contribuem para
transformacao maligna celular (SARDARO et al., 2019), bem como na promoc¢ao da
metastase e invasdo celular (QIN et al., 2017).

Somado a este, 0s elementos tracos presentes na composicdo do cigarro,
também representam importantes fatores de risco quando em concentracdes
alteradas no interior celular, uma vez que podem induzir altera¢des biologicas, nos
mecanismos mediadores da regulacédo celular (MAJEWSKA et al., 1997; TALHOUT
et al., 2011).

Para evitar os danos celulares induzidos pela ERO, um sistema antioxidante é
ativado (SARDARO et al., 2019). Nesse sentido, as proteinas superéxido dismutase
(SOD) catalisam a dismutacdo do superéxido em perdxido de hidrogénio (H202),
guando ndo decomposto em agua o H20:2 é responsavel por gerar o radical hidroxila
(OHY), que oxida a base guanina na posicdo C8 resultando na formacédo de 8-
hidroxidesoxiguanosina (OH8dG) que é extremamente danoso ao DNA (VALKO et

al., 2006; CHEN et al., 2007). Quando esse dano é gerado, a enzima 8-oxoguanine



40

glycosylase (OGG 1) é responsavel por remover a base modificada gerando sitios
apurinicos apumidinicos (AP) (DAVID et al., 2007).

Em seguida a enzima Apel / Ref-1 entra em acdo e promove a incisao na
regido 5’ do esqueleto acucar-fosfato do sitio AP, deixando um agrupamento nativo
nao oxidado 5’-fosfatodesoxirribose (dRP) ou um grupo 3’-OH préximo ao espacgo do
nucleotideo, dando prosseguimento a reparagdo (WHITAKER et al. 2017). No
entanto, para a Apel / Ref-1 se tornar funcional € necessario que a proteina
Tiorredoxinas (Trx), reduza e ative a Apel / Ref-1, sendo assim, as interacdes entre
as proteinas ajudam a reverter a oxidacédo induzida por ERO (CURTIS et al., 2010).

O entendimento sobre a modulacdo redox do estresse oxidativo e reparo de
DNA, contribuem para elucidacdo dos mecanismos de desenvolvimento e
progressao de tumores malignos (POPRAC et al.,, 2017; RANI et al., et al., 2016;
KATAKWAR et al., 2016 ), sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a
expressdo, SOD-1, Trx, Apel / Ref-1 e OGG1/2 que compdem o sistema
antioxidante e de reparo, bem como entender possiveis mecanismos de atuacao dos
elementos tracos como potencial regulatorio dessas proteinas em pacientes com

cancer oral.
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Material e métodos

Aspectos éticos

O estudo possui aprovacdo nos Comités de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo, sob parecer numero 1.359.363 e do Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de

Carvalho, sob parecer nimero 1.422.077.

Casuistica e amostras

Neste estudo, foram obtidas 78 amostras de tecido tumoral de pacientes com
carcinoma epidermoide de cavidade oral, tratados cirurgicamente no Instituto do
Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho (ICAVC), Sao Paulo, Brasil, durante o periodo de
janeiro/2012 a maio/2015. Os casos tém confirmacao histologica através de andlise
histopatolégica e do diagndstico, com seguimento minimo de 24 meses a partir do
tratamento inicial, realizado de acordo com a rotina estabelecida pelo Servico de

Anatomia Patol6gica do ICAVC.

Entre os individuos analisados, a idade média foi de 63,69 + 11,01 anos, sendo
54 (69,23%) homens e 24 (30,77%) mulheres (Tabela 1). Sobre o estilo de vida, é
possivel observar que 52,56%sé&0 tabagistas e 43,59% consomem algum tipo de
bebida alcodlica. Quando categorizada em histérico de consumo de tabaco foi
possivel perceber que, 82,06% dos pacientes jA consumiram ou consomem tabaco,

e em relacdo ao consumo atual de tabaco 52,57 ainda possuem o habito tabagista.
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Tabela 1: Caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes com carcinoma de células
escamosas de cavidade oral.

.. Total
Caracteristicas N D)
Género

Feminino 24 30,77
Masculino 54 69,23
Idade, anos
Média 63,69
Desvio padréo +11,01
Mediana 63
Tabagismo
Nunca 14 17,95
Sim, no passado 23 29,49
Sim, atualmente 41 52,56
Ja consumiu tabaco
N&o (Nunca) 14 17,94
Sim (Parou + Atual) 64 82,06
Consumo atual de tabaco
N&o (Nunca +Parou) 37 47,43
Sim (Atual) 41 52,57
Consumo de bebidas alcodlicas
Nunca 17 21,79
Sim, no passado 27 34,62
Sim, atualmente 34 43,59
Ja consumiu bebida alcoélica
N&o (Nunca) 17 21,8
Sim (Parou + Atual) 61 78,2
Consumo atual de bebida alcodlica
N&o (Nunca +Parou) 44 56,4
Sim (Atual) 34 43,6
Total 78 100,00

*Classificacdo TNM (72 edicéo); N&o entrou nos célculos estatisticos

Tissue microarrays

Os tissue microarrays (TMA) foram confeccionados como descrito
anteriormente em Cajaiba e colaboradores (2006), a partir de 78 amostras de
carcinomas epidermoides primarios de cavidade oral. As sele¢cdes das duas areas
tumorais foram realizadas, por dois patologistas através da analise de laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina. Dois cilindros de 1,5 mm de diametro foram

perfurados de cada amostra do bloco doador e reintroduzidos em blocos de parafina
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receptores usando um tissue microarrayer (Beecherinstruments®, Silver Spring, MD,

EUA).

Caracterizacao elementar

Para a caracterizagdo elementar as amostras, com espessura média de 450
um e densidade de 0,54 g/cm?, foram dispostas em suporte com filme de Ultralene®
na linha de luz D09-XRF. Para aquisicdo dos espectros, um feixe branco com faixa
de energia de 4 a 24 keV e dimensdes de 2 mm? incidia nas amostras durante 20
segundos e excitava os elétrons. Os raios X fluorescentes emitidos foram detectados
por meio de um espectrometro de alta resolucdo, baseado em um detector Silicon
Drifft com janela de berilio de 8 um de espessura e area ativa de 7 mm?2. No feixe foi
utilizado um filtro de aluminio de 45 mm e o suporte contendo a amostra foi
posicionado a uma distancia de 21mm e angulo de 45° em relacdo ao detector.

Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente e pressédo normal.

Nove medidas em uma matriz de 3x3 foram realizadas e posteriormente uma
média das medidas para a obtencao do espectro final utilizado nas analises. Para o
ajuste dos espectros dos raios X caracteristicos e a determinacdo dos elementos e
suas respectivas intensidades fluorescentes, foi realizada uma analise de uma
amostra de referéncia certificada, a Standard Reference Material® 1577b “Bovine
Liver®, produzida pelo National Institute of Standards and Technology (NIST), sob as
mesmas condi¢des das amostras teste, o programa computacional PyMca 5.0.0 foi a

base para as anélises (SOLE et al., 2007).
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As medidas de pXRF foram realizadas na linha de luz de Fluorescéncia de
Raios-X D09-XRF no Laboratoério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Sédo Paulo,

Brasil (PEREZ et al., 1999).

Reacdo de imunohistoquimica

As laminas de TMA foram submetidas a reacao de imuno-histoquimica na qual
foi utilizado o Kit da Spring Bioscience® (California, Estados Unidos, PMB1-250). O
anticorpo anti-SOD- 1, diluicdo 1:400 (SC-11407, Santa Cruz), anticorpo anti-Ref-1,
diluicdo 1:400 (SC-17774, Santa Cruz), anticorpo anti-OGG1/2, diluicdo 1:100 (SC-
376935, Santa Cruz) e anti-Trx, diluicdo 1:100 (SC-166393, Santa Cruz) foram
utilizados na reagéo. Controles negativos (auséncia de anticorpo primério) foram
usados para padronizar as reacdes. A expressdo das proteinas nos tecidos foi

analisada, independentemente, por dois analisadores avaliadores.

A andlise para cada proteina foi semiquantitativa, sendo as amostras
classificadas segundo o percentual de células coradas em: 0 (0% de células
marcadas), 1 (<10%); 2 (10 < 50%) e 3 (>50% de células marcadas); e pela

intensidade de coloracdo em: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte).

As pontuacdes recebidas na classificacdo do porcentual de células coradas e
da intensidade de coloracdo foram multiplicadas e calculadas as suas médias para
cada amostra. Posteriormente, com base no score final, cada amostra foi
categorizada como expressao negativa (0), positiva fraca (1 < 3) ou positiva forte

(>3), segundo a metodologia utilizada por trabalhos que fizeram andlises
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semelhantes ao presente estudo (SOINI et al., 2000; CAMPOS et al.,, 2009;

SANTOS et al., 2012).

Analise Estatistica

Para os testes de associacao foram utilizados o teste Qui-quadrado em analise
bivariada e, quando necessario, o teste exato de Fisher, com margem de erro de 5%
e com correcao de Bonferroni. A regressao logistica multivariada por modelagem foi
utilizada para ajustar os valores do odds ratio (OR) e o intervalo de confianca (IC
95%). As variaveis previsoras que obtiveram valor p inferior a 20% (p<0,20) foram
inseridas pelo método backward no modelo multivariado de Regresséo logistica,
permanecendo no modelo final, a cada etapa, as variaveis significativas (p<0,05). Os
calculos matematicos foram realizados com a utilizagdo do programa IBM SPSS

STATISTICS® v. 20, 2011.

Resultados

Caracterizacao elementar

A andlise de caracterizacdo elementar revelou a presenca de magnésio em
11.54% da amostra, de fosforo em 93.59%, de enxofre em 98.72%, de cloro em
35.90%, de potassio em 82.72%, de calcio em 98.72%, de cromo em 42.31%, de
manganés em 33.33%, de ferro em 100.00%, de zinco em 100.00%, de cobalto em
11.54%, de niquel em 14.10%, de cobre em 94.87% e de arsénio e bromo em

67.95% da amostra analisada (Tabela 1).
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Tabela 2: Caracterizagdo elementar das amostras tumorais de pacientes com
carcinoma epidermoide de cavidade oral.

Total

Elemento N %)
Magnésio

Ausente 69 88.46

Presente 9 11.54
Fésforo

Ausente 5 6.41

Presente 73 9.59
Enxofre

Ausente 1 1.28

Presente 77 98.72
Cloro

Ausente 50 64.10

Presente 28 35.90
Potassio

Ausente 14 17.95

Presente 64 82.05
Calcio

Ausente 1 1.28

Presente 77 98.72
Cromo

Ausente 45 57.69

Presente 33 42.31
Manganés

Ausente 52 66.67

Presente 26 33.33
Ferro

Ausente 0 0.00

Presente 78 100.00
Cobalto

Ausente 69 88.46

Presente 9 11.54
Niquel

Ausente 67 85.90

Presente 11 14.10
Cobre

Ausente 4 5.13

Presente 74 94.87
Zinco

Ausente 0 0.00

Presente 78 100.00
Arsénio

Ausente 25 32.05

Presente 53 67.95
Bromo

Ausente 25 32.05

Presente 53 67.95

Total 78 100.00
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Andlises das expressdes das proteinas

A andlise da expressdo das proteinas foi realizada de acordo com dois
parametros, isto €, andlise da expressdo nuclear e citoplasmética. As proteinas
SOD-1, Trx, OGG 1/2 e Ref-1 apresentaram padréo de expressao positivo tanto para
ndcleo quanto para citoplasma em todas as amostras, sendo observada a diferenca

no padréo de intensidade de expressao entre o citoplasma e o nucleo (Figura 1).

Figura. 1 Imunomarcacéo de um spot, onde € possivel observar a intensidade de marcacao
forte nos nucleos e intensidade fraca de marcacdo no citoplasma da proteina Ref-1 (A).
Imunomarcagédo citoplasmatica de intensidade fraca SOD-1 (B). Imunomarcagéo
citoplasmatica e nuclear de intensidade forte da proteina Trx (C). Imunomarcagéo nuclear
forte da proteina OGG1/2 em carcinoma epidermdide de cavidade oral (D). Magnificacbes
originais de 100x (A) e 400x (B, C e D).
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Padrdo de expressdo das proteinas versus estilo de vida e a presenca de

elementos

Os resultados apontam que o histérico de consumo de tabaco aumenta em 6
vezes a expressao citoplasmatica forte da proteina SOD-1 (OR= 6.29; 1C=1.430-
27.680). Além do habito tabagista, foi avaliada a associacéo entre a expressao das
proteinas entre elas, desta forma, a expressao forte de SOD-1 é influenciada pela
expressao citoplasmatica forte da proteina OGG1/2, com um aumento de 14 vezes
(OR= 14.40; I1C=1.479-140. 185), e a expressdo nuclear forte da proteina Trx, atua
na reducdo da expressédo forte de SOD-1 no citoplasma em aproximadamente 7

vezes (OR=0.132; IC=0.030-0.579) (Tabela 2).
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Tabela 3: Andlise multivariada da expressao da proteina SOD-1 em relacao ao estilo

de vida, caracterizagdo elementar e outras proteinas.

Caracteristica

Histérico do consumo de
Tabaco

Nao
Sim
OGG1/2 citoplasmatica
Fraca
Forte
Trx nuclear
Fraca
Forte
SOD-1 citoplasmaética
Fraca
Forte
Ref-1 nuclear
Fraca

Forte

Anéalise multivariada

SOD-1 citoplasmatica forte

SOD-1 nuclear forte

OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P

1

6.29 (1.430-27.680) 0.015
1

14.40 (1.479-140. 185) 0.022
1

0.132(0.030-0.579) 0.007

1

3.406(0.945-12.282)  0.061

1

3.642(0.928-14.299)  0.064

A avaliacdo dos metais em relacdo a expressdo nuclear forte de Ref-1,

demonstrou que a presenca do elemento cromo aumenta em 13 vezes a expressio

forte da proteina (OR= 13. 320; IC= 1. 270-139. 688). Ja a presenca do elemento

niquel, atua reduzindo em 20 vezes a expressao nuclear forte de Ref-1 (OR= 0.048;

IC=0.004-0.533). A expressao citoplasmatica forte de Ref-1 atua aumentando em 16

vezes a expressao nuclear forte de Ref-1 (OR= 16.053; IC=1.086-237.200). (Tabela

3).
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A expressao nuclear forte da proteina OGG 1/2 diminui em aproximadamente
22 vezes na presenca do elemento magnésio (OR= 0. 044; IC=0.004-0.498). Além
disso, a sua expresséao forte no citoplasma aumenta em 9 vezes a expresséao forte

nuclear (OR=9.043; IC=2.577-31.730). (Tabela 4).

O consumo de tabaco aumenta em aproximadamente 3 vezes a expressao
citoplasmatica forte da proteina OGG1/2 (OR= 3.765; IC=1.179-12.021), e a
expressdo forte da proteina SOD-1 também favorece a expressado citoplasmatica
forte de OGG1/2 em aproximadamente 10 vezes (OR= 10.377; IC=1.151-93.590). A
interac&o entre os locais de expressao foi observada, na qual foi possivel observar a
expresséo nuclear de OGG1/2 no aumento em mais de 5 vezes da expresséao forte

da proteina no citoplasma (OR= 5.733; IC=1.829-17.971) (Tabela 4).
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Tabela 4: Analise multivariada da expressdo da proteina Ref-1 em relacdo ao estilo
de vida, caracterizagéo elementar e outras proteinas.

Caracteristica

Elemento Cromo
Ausente
Presente

Elemento Niquel

Ausente

Presente
Ref-1 citoplasmética

Fraca

Forte
SOD-1 citoplasmaética

Fraca

Forte
Elemento Arsénio
Ausente

Presente

Andlise multivariada

Ref-1 nuclear forte

Ref-1 citoplasmatica forte

OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P

1

13.320 (1. 270-139.688)  0.031
1

0.048 (0.004-0.533) 0.014
1

16.053(1,086-237.200)  0.043

1

2.484(0.629-9.810)  0.194

1

2.375(0.758-7.437) 0.138
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Tabela 5: Analise multivariada da expressédo da proteina OGG1/2 em relacdo ao
estilo de vida, caracterizacdo elementar e outras proteinas.

Caracteristica

Histérico de consumo de alcool
Sim
N&o

Elemento Magnésio
Ausente
Presente

OGG 1/2 citoplasmaética
Fraca
Forte

Consumo atual de tabaco
Né&o
Sim

SOD-1 citoplasmatica

Fraca

Forte

OGG1/2 nuclear

Fraca

Forte

Analise multivariada

OGG1/2 nuclear forte

OGG 1/2 citoplasmatica forte

OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
1
4.288(0.945-19.451)  0.059
1
0.044 (0.004-0.498)  0.012
1
9.043(2.577-31.730)  0.001
1
3.765(1.179-12.021)  0.025
1
10.377(1.151-93.590)  0.037
1
5.733(1.829-17.971)  0.003

A expressao forte da proteina Trx mostrou associacdo com o consumo atual de

tabaco e a presenca do elemento cromo (OR= 10. 363; IC=2. 991-35. 902, OR= 3,

208; IC=1, 049-9,806, respectivamente). A expressao nuclear forte de Trx aumentou

em aproximadamente 8 vezes a expressao citoplasmatica forte de Trx (OR=7.880;

IC=1.921-32.321).

Para a analise da influéncia na expressao nuclear forte da

proteina Trx foi possivel observar que a expresséao citoplasmatica de SOD-1 reduziu

em aproximadamente 6 vezes a expressao de Trx (OR=0.173; 1C=0.045-0.659). Ja a
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expressao citoplasmética forte dessa proteina, aumentou em aproximadamente 6

vezes a sua expressao nuclear forte (OR=5.955; IC= 1.701-20.840). (Tabela 5).

Tabela 6: Analise multivariada da expresséo da proteina Trx em relacéo ao estilo de
vida, caracterizacdo elementar e outras proteinas.

Analise multivariada

Caracteristica Trx citoplasmatica forte Trx nuclear forte

OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P

Consumo de tabaco atual
Sim 1
Nao 10.363(2.991-35.902) 0.000

Elemento Cromo

Ausente 1
Presente 3.208(1.049-9.806) 0.041
Trx nuclear
Fraca 1
Forte 7.880(1.921-3.321) 0.004

SOD-1 citoplasmatica

Fraca 1

Forte 0.173(0.045-0.659) 0.010
Trx citoplasmética

Fraca 1

Forte 5.955(1.701-20.840) 0.005
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Discussao

O processo metabdlico celular gera normalmente espécies reativas de oxigénio
(ERO), além disso, individuos com exposicdo crbnica ao cigarro possuem a
producdo de ERO elevada nas células, isso se deve a presenca de substancias do
tipo, hidrocarbonetos aromaticos, aldeidos e cetonas e alguns metais, por exemplo,
arsénico (As), niquel (Ni) e cromo (Cr) presentes na composicdo do cigarro, nos
residuos de alcatrdo e também absorvidos na forma inalatéria do habito tabagista
(BANDEIRA et al., 2018).

A maioria dos pacientes analisados em nosso estudo apresentam ou
apresentaram o habito tabagista em suas vidas, € sabido que o cigarro é

responsavel por causar diversas doencas, incluindo o cancer (HECHT, 2003).

O mecanismo de defesa de primeira linha para evitar danos celulares causados
por ERO é o0 aumento da expressao de SOD-1, transformando espécies reativas em
peroxido de hidrogénio (H20:2), ao qual é reduzido em seguida a H20 e O2 (PRYOR e
STONE, 1993; HECHT, 2003; SEET et al., 2011; ALEXANDROV et. al., 2016;
WENG et al., 2018). No entanto, quando ndo ocorre essa conversao completa em
H20 e O2 do perdxido de hidrogénio, pode ocorrer a redu¢cdo a um oxidante muito
forte, o radical hidroxila (OH") (VAN LOON et al., 2010).

O radical hidroxila livre no ambiente celular pode reagir com a base guanina
(G), formando a 7,8-di-hidro-8-oxo-guanina (8-oxo-G) (DAVID et al., 2007; SEET et
al. 2011; PRYOR e STONE, 1993). Van Loon e colaboradores (2010), afirmam que
8-0x0-G é mutagénica devido a sua forte capacidade de imitar funcionalmente timina
causando uma mutagdo de transversdo durante a replicagdo do DNA. O
reconhecimento e remoc¢ao da base danificada é catalisado por uma DNA glicosilase
denominada OGG 1 (DAVID et al., 2007).

Mediante a todo esse mecanismo, em defesa ao estresse gerado pelo
consumo de tabaco, parece plausivel pensar que o aumento da expressédo de SOD-
1 esteja atuando também no aumento das concentragdes do radical hidroxila e todo

esse mecanismo de interacdo espécies reativas e remocdo do dano explicaria a
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associacdo da expressao forte de SOD-1 no citoplasma influenciar a expressao forte

de OGG1/2 no nucleo em nosso estudo.

No presente estudo observou-se uma associacdo entre a expressao forte da
proteina OGG1/2 e SOD-1 no citoplasma, Akino e colaboradores (2018), mostram
uma relacdo entre 0 aumento da expressao de ambas as proteinas através da via
Nrf2. Em resposta ao estresse oxidativo Nrf2 é translocada para o nucleo onde ira
transcrever genes antioxidantes, dentre eles a superoxido dismutase (SOD),
catalase e 8-Oxoguaninaglicosilase de DNA (OGG1) (MENEGON et al., 2016; CHEN
et al., 2015; SINGH et al., 2013).

Outro ponto observado no estudo foi a expressdo da proteina SOD-1 no
nacleo. Tsang e colaboradores (2014) demonstram que ATM / Mecl regulam a
localizag&o nuclear de SOD-1 em resposta a concentragdes elevadas de H202 em
leveduras e humanos, e sua presenca nessa regido faz com que SOD-1 se ligue a
regides promotoras de DNA regulando a expressao génica, que é importante para a

resisténcia a danos oxidativos no DNA.

A expressdo nuclear forte de Trx diminui a expresséo citoplasmatica forte de
SOD-1, a proteina Trx desempenha um papel importante no equilibrio redox celular
e de sinalizacdo em células normais e células tumorais diminuindo as espécies
reativas no citoplasma (HANSCHMANN et al., 2013; LU e HOLMGREN, 2014;
MONTEIRO et al., 2017). Ja no citoplasma através da reacao redox reversivel, Trx
pode regular a atividade de varios substratos protéicos em numerosas vias, incluindo
membros da familia peroxirredoxina que visam a degradacdo do perédxido de
hidrogénio, além de ativar vias para eliminacdo de ERO a Trx inibe diretamente as
proteinas pro apoptéticas, como a ASK1 (RHEE et al. 2005; TONISSEN e TRAPAN,
2009).

Além de entender os possiveis mecanismos das interacdes proteina-proteina e
associacdes com habitos de vida, nosso estudo destaca a caracterizacao elementar
nos pacientes com carcinoma epiderméide de cabeca e pescoc¢o. A caracterizagdo
possibilita detectar os elementos presentes no tumor e posteriormente elucidar
mecanimos moleculares que possivelmente estejam sendo regulados por esses

elementos nos tumores.
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O elemento cromo esta associado ao histérico de consumo de tabaco (tabela
suplementar 1 e 2). Estudos demonstram que o cromo € responsavel pela inducao
do estresse oxidativo ou oxidagdo do DNA na presenca de concentracbes
suprafisiolégicas (O’BRIEN, 2003; ZHITKOVICH; 2005; SUN et al., 2015). Mediante
a isso, é possivel entender o aumento da expressdo de Trx e Ref-1, que atuam

evitando os danos causados por ERRO no cancer oral.

O magnésio esté relacionado ao hébito tabagista (tabela suplementar 2) e atua
na diminuicdo da expressao forte da proteina OGG1/2, estudos relatam que o
magnésio possui propriedade de estabilizacdo do DNA, o Mg?* interage com as
purinas no local N7 (Metal-DNA), formando uma ligacdo quimica de estabilizacdo da
dupla-hélice, além disso, essa ligagdo ndo permite a aproximacao de desnaturantes,
protegendo a molécula dos ataques nessa posicdo (ANASTASSOPOULOU e
THEOPHANIDES, 2002; ANASTASSOPOULOU, 2003). O elemento atua
protegendo os danos ao DNA e consequentemente a diminuicdo da atuacao da
proteina OGG1/2. Estudos comprovam a baixas concentragbes de Mg?* com o
cancer (LEONE et al., 2006, ANASTASSOPOULOU e THEOPHANIDES, 2002).

O elemento niquel em nosso estudo foi responsavel por reduzir a expressao
nuclear da proteina de Ref-1. A presenca do niquel pode contribuir para a
carcinogénese por meio de alvos trasncricionais de resposta a hipoxia que

promovem a angiogénese, a reprogramacao metabdlica e o crescimento do tumor
(SCANLON et al. 2017). Scanlon e Glazer (2015), demonstram que a repressao

das vias de reparo de DNA é um mecanismo adicional pelo qual a hipoxia contribui

para a tumorigénese.

Chan e colaboradores (2014), revelaram que a hipoxia em céncer colorretal,
pode controlar a expressdo de genes de reparo do DNA através das mudancas
especificas na eficiéncia da traducao dos transcritos de mMRNA mais especificamente
APE1 OGG1. O mecanismo proposto pelos autores pode explicar a interacdo do
niquel na diminuicdo de Ref-1 em tumores orais. As deficiéncias de reparo de DNA
induzidas por hipoxia geram instabilidade genOGmica, o que leva a um

comportamento mais agressivo do cancer (CHAN et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scanlon%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25956861
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glazer%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25956861
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Concluséao

Os presebte trabalho reforca a associacdo do habito tabagista,
tradicionalmente conhecido por sua relagdo com o cancer de cavidade oral, na
expressdo de proteinas envolvidas na via de estresse oxidativo (SOD-1 e Trx) e
reparo do DNA (OGG1/2). Os achados de caracterizacdo quanto a presenca de
elementos abrem perspectivas para melhor entendimento da biologia tumoral e sua

associacdo com as proteinas do estudo.

A presenca do cromo aumenta a expressao de Ref-1 e Trx que sao proteinas
que atuam em mecanismos de progressado tumoral. J& as altera¢cBes induzidas por
Nigquel em padrdes de expressdo génica podem ser uma ferramenta util para
identificar padrbes de desregulacdo que precedem a identificacdo clinica de
canceres induzidos por Niquel. Ja o elemento magnésio atua como protetor dos

danos causados por ERO.
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Tabela suplementar 1

Tabela 1- Caracterizacdo elementar das amostras tumorais de pacientes com
carcinoma epidermdéide de cavidade oral, estratificada pelo histérico de consumo
tabagista.

Ja consumiu tabaco?

Elemento Nao Sim P value
N (%) N (%)

Magnésio
Ausente 12 85,71 57 89,06 0,722
Presente 2 14,29 7 10,94

Fésforo
Ausente 2 14,29 3 4,69 0,184
Presente 12 85,71 61 95,31

Enxofre
Ausente 0 0,00 1 1,56 0,638
Presente 14 100,00 63 98,44

Cloro
Ausente 11 78,57 39 60,94 0,213
Presente 3 21,43 28 39,06

Potassio
Ausente 5 35,71 9 14,06 0,056
Presente 9 64,29 55 85,94

Célcio
Ausente 1 7,14 0 0,00 0,179
Presente 13 92,86 64 100,00

Cromo
Ausente 13 92,86 32 50,00 0,003
Presente 1 7,14 32 50,00

Manganés
Ausente 12 85,71 40 66,67 0,095
Presente 2 14,29 26 33,33

Ferro
Ausente 0 0,00 0 0,00 1,000
Presente 14 100,00 64 100,00

Cobalto
Ausente 10 71,43 59 92,19 0,050*
Presente 4 28,57 5 7,81b

Niquel
Ausente 13 92,86 54 84,38 0,409
Presente 1 7,14 10 15,63

Cobre
Ausente 1 7,14 3 4,69 0,706
Presente 13 92,96 61 95,31

Zinco
Ausente 0 0,00 0 0,00 1,000
Presente 14 100,00 64 100,00

Arsénio
Ausente 8 57,14 17 26,56 0,026*
Presente 6 42,86 47 73,44

Bromo
Ausente 8 57,14 17 26,56 0,026*
Presente 6 42,86 47 73,44

Total 14 100,00 64 100,00

Teste Qui-quadrado. *p < 0,05
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Tabela suplementar 2

Tabela 2- Caracterizacdo elementar das amostras tumorais de pacientes com
carcinoma epidermdide de cavidade oral, estratificada pelo habito tabagista.

Habito tabagista

Elemento Nunca Parou Atual P value
N (%) N (%) N (%)
Magnésio
Ausente 14 100,00 15 65,22 40 97,56 0,000*
Presente 0 0,00 8 34,78 1 2,44
Fasforo
Ausente 1 7,14 1 4,35 3 7,32 0,891
Presente 13 92,86 22 95,65 38 92,68
Enxofre
Ausente 0 0,00 1 4,35 0 0,00 0,298
Presente 14 100,00 22 95,65 41 100,00
Cloro
Ausente 12 85,71 14 60,87 24 58,54 0,174
Presente 2 14,29 9 39,13 17 41,46
Potassio
Ausente 4 28,57 3 13,04 7 17,07 0,480
Presente 10 71,43 20 86,96 34 82,96
Céalcio
Ausente 1 7,14 0 0,00 0 0,00 0,099
Presente 13 92,86 23 100,00 41 100,00
Cromo
Ausente 13 92,86 9 39,13 23 56,10 0,006*
Presente 1 7,14 14 60,87 18 43,90
Manganés
Ausente 14 100,00 10 43,48 28 68,29 0,002*
Presente 0 0,00 13 56,52 13 31,71
Ferro
Ausente 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1,000
Presente 14 100,00 23 100,00 41 100,00
Cobalto
Ausente 12 85,71 18 78,26 39 95,12 0,121
Presente 2 14,29 5 21,74 2 4,88
Niquel
Ausente 14 100,00 20 86,96 33 80,49 0,191
Presente 0 0,00 3 13,04 8 19,51
Cobre
Ausente 1 7,14 1 4,35 2 4,88 0,927
Presente 13 92,86 22 95,65 39 95,12
Zinco
Ausente 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1,000
Presente 14 100,00 23 100,00 41 100,00
Arsénio
Ausente 9 64,29 4 17,39 12 29,27 0,011*
Presente 5 35,71 19 82,61 29 70,73
Bromo
Ausente 9 64,29 4 17,39 12 29,27 0,011*
Presente 5 35,71 19 82,61 29 70,73
Total 14 100,00 23 100,00 41 100,00

Teste Qui-quadrado. *p < 0,05
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CAPITULO 2: CHLORINE AND CHROMIUM ELEMENTS AND
PROTEINS OF OXIDATIVE STRESS AND DNA REPAIR
PATHWAYS ARE RELATED TO TUMOR AGGRESIVENESS
AND PROGNOSIS OF PATIENTS WITH ORAL CANCER.

Artigo submetido: Oral Oncology
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Abstract

Objectives: The purpose of this study was to analyze the association of trace element
and protein expression of repair and oxidative stress pathways with tumor

aggressiveness and prognostic in patients with oral cavity tumors.

Methods: For this, Elemental characterization by y-XRF was verified, as well as
clinical characteristics and expression of SOD-1, Ref-1, OGG1 / 2 and TRX proteins.

Results: Chlorine and chromium elements were related to tumor recurrence.
Perineural and vascular invasion were important indicators for aggression and tumor
prognosis. Expression of SOD-1, Trx and Ref-1 showed a prognostic relationship
with tumor growth. Alcoholic habit and vascular invasion had an impact on disease-

free and disease-specific survival.

Conclusion: Data lead to a better understanding of tumor signaling pathways and

their relationship to prognosis of oral cancer.

Keywords: metal trace, oxidative damage, repair enzymes, squamous cells cancer.
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Introduction

Oral cancer is the sixth most common cancer in the world and affects individuals
between fifth and seventh decades of life. Squamous cell carcinoma (SCC) is among
the most common histopathological types. Only in 2018 about 354,864 new cases
worldwide were diagnosed with 177,384 individuals died. Treatment is indicated
mainly by evaluation of TNM system and can be surgical, plus radiotherapy and
chemotherapy [1,2]. However, despite of improvement in examinations, treatment
and quality of life, in the last decades, the overall survival rate of individuals affected

remained at 5 years after diagnosis [3,4].

Regarding the risk profile for the development of oral squamous cell carcinoma
(OSCC), it is possible to emphasize mainly the habit of tobacco and/or alcohol
consumption and HPV infection, in addition to genetic susceptibility [5]. Smoking is
globally recognized as one of the main risk factors for the development of oral cavity
neoplasias, among them the OSCC. This is due to the fact that cigarette smoke
contains more than 7000 chemical substances in its composition, of which 69 have

already been characterized as carcinogenic and co-carcinogenic [6].

Studies focus on metal-induced toxicity in carcinogenicity, emphasizing its role in
generation of reactive oxygen species in biological systems, the formation of free
radicals mediated by metals can cause various modifications in DNA bases, increase

of lipid peroxidation and changes in homeostasis of calcium and sulfhydryl [7].

In addition to these substances, there metalloids and non-essential metals
introduced into the body by smoke and can promote the production of reactive
oxygen species (ROS), harmful to DNA, membrane and cellular homeostasis [7]. The
disparity in the production and degradation of ROS is characterized as oxidative
stress, related to inflammation and cancer [8]. Enzymes involved in protection
against damage from oxidative stress such as SOD-1 and Trx, and DNA repair as
Ref-1 and OGG are important regulators of defense mechanisms to cell damage and
repair and prevention of cancer. These enzymes are also reported as possible

therapeutic targets and guidelines for the prognosis in breast cancer [9].
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SOD-1 is responsible for catalyzing the dismutation of superoxide radical into
oxygen and hydrogen peroxide (H202) [9]. Metals in the intracellular medium react
with H202 generating hydroxyl radical (OH-), capable of acting in direct damages to
the DNA. These damages can be repaired via Ber through OGG1 glycosylase, which
excises the modified base [10]. Ref-1 protects the sequence of enzymatic
degradation until until specific enzymes complete the repair [11]. Trx is responsible
for reducing and activating Ref-1 demonstrating its importance in cell protection [11,
12].

In this way, the understanding of pathways which connect cancer to patient’s
habits and cellular environment are fundamental for the understanding of tumor
biology, its prognostic factors and predictors favoring the formulation of more

personalized clinical care [13].

In this context, we aimed to study the influence of lifestyle factors, DNA control
and repair proteins, oxidative stress signaling pathway and elemental
characterization, associating them with clinical-pathological and prognostic

characteristics in patients with squamous cell carcinoma of oral cavity.

Casuistry and methods

Ethics

The present study was approved by Ethics Comittee on Human Research, the
Health Sciences Center, Federal University of Espirito Santo, under number
1.359.363 and from Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (ICAVC), under

number 1.422.077. An informed consent was obtained from all patients enrolled.
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Sample

The collection of clinical and epidemiological data, as well as tumor samples from
patients diagnosed with oral cavity squamous cell carcinoma were obtained from the
Genome Head and Neck Project (GENCAPO), a multi-institutional and
multidisciplinary group that has been active since 2002. Therefore, in this study, 78
tumoral tissue samples were obtained of patients with oral squamous cell carcinoma,
surgically treated at the Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (ICAVC), Séo
Paulo, Brazil, between January 2012 and May 2015.

All cases have histological confirmation by means of a new histopathological
analysis and diagnosis, with a minimum follow-up of 24 months from the initial
treatment, performed according to the routine established by the ICAVC Pathology

Service.

The study sample consisted of individuals, mostly males (69.23%) with a mean
age of 63.69 years (SD + 11.01 years). About the habits, 52.56% were smokers and
43.59% consume some type of alcoholic beverage. As for the clinical-pathological
characteristics, 32,10% presented tumor size pT1, 33,34% presented lymph node
involvement. In relation to the invasion, 34.62% had perineural invasion, 23% had
vascular invasion. For prognostic characteristics, 19.23% presented recurrence and
35.99% died of cancer (Table 1).



Table 1: Epidemiological, clinicopathological
patients with oral squamous cell carcinoma.

69

and prognostic characteristics of

I Total
Characteristics N %)
Gender

Female 24 30.77

Male 54 69.23
Age, years

Mean 63.69

Standard Deviation +11.01

Median 63
Smoking

Never 14 17.95

Yes, in the past 23 29.49

Yes, currently 41 52.56
Consumption of alcoholic beverages

Never 17 21.79

Yes, in the past 27 34.62

Yes, currently 34 43.59
Tumor size (pT)*

pT1l 25 32.10

pT2 19 24.40

pT3 17 21.80

pT4 17 21.80
Lymph node (pN)*

Negative 52 66.66

Positive 26 33.34
Vascular Invasion

Absent 55 70.50

Present 18 23.00

Not evaluable 5 6.50
Aggressiveness

Less aggressive 18 23.08

More aggressive 14 17.95

Not evaluable® 46 58.97
Perineural Invasion

Absent 43 55.13

Present 27 34.62

Not evaluable® 8 10.26
Recurrence

No 63 80.77

Yes 15 19.23
Death due to liness

No 50 64.11

Yes 28 35.99

Total 78 100.00

* TNM Classification (7th edition); ®Did not enter in statistical calculations
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Tissue microarrays

Tissue microarrays (TMA) were made as previously described [14], with
selection of two representative tumor areas evaluated by two experienced
pathologists from slides stained with Hematoxylin and Eosin, and then two 1.5 mm

diameter cylinders of each patient were added to the receptor block.

Elementary Characterization

For the elementary characterization, the synchrotron radiation-based u-XRF
technique was used to detect chemical elements from electron excitation energy
absortion, which is specific for each element. To obtain the spectra, a white beam
with a power range of 4 to 24 keV and dimensions of 2 mm? was applied to the
samples for 20 seconds and excited the eletons. Nine measurements in a 3x3 matrix
were performed and later an averaging was performed to obtain the final spectrum
used in analyzes. For adjustment of characteristic X-ray spectra, determination of
elements and their respective fluorescent intensities, an analysis of a certified
reference sample was carried out, Standard Reference Material® 1577b “Bovine
Liver”, produced by National Institute of Standards and Technology (NIST), under the
same conditions as the test samples, PyMca 5.0.0 software program [15] was the
basis for analyzes. Measurements of uXRF were performed in D09-XRF X-Ray
Fluorescence light line at the National Synchrotron Light Laboratory, Campinas, Sao
Paulo, Brazil [16]. Spectra were obtained by the average of nine measured points
and analysis was peformed in program PyMca 5.0.0. The analysis was performed at
the National Laboratory of Synchrotron Light, Campinas-SP, Brazil.

Immunohistochemistry

Antibodies anti-SOD- 11:400 (SC-11407, Santa Cruz), anti-Ref-1 1:400 (SC-
17774, Santa Cruz), anti-OGG1/2 1:100 (SC- 376935, Santa Cruz) and anti-Trx
1:100 (SC-166393, Santa Cruz) were used in immunohistochemistry reaction with
REVEAL Polymer-HRP (Spring Bioscience), according to the manufacturer's
protocol. For each reaction negative controls (absence of primary and secondary

antibody) were used.
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Protein expression was evaluated by two different analyzers independently, and
conflicting cases were re-analyzed. Protein analysis was semiquantitative so that
samples were classified according to percentage of cells stained at: 0 (0% of labeled
cells), 1 (<10%); 2 (10 < 50%) and 3 (>50% of labeled cells); and by staining intensity

in: 0 (negative), 1 (weak), 2 (moderate) and 3 (strong).

Scores received from percentage and staining intensity were multiplied and their
means calculated for each sample. Then, based on the final score, each sample was
categorized as negative (0), weak positive (1<3) or strong positive (>3), according to
methodology used by studies that performed similar analyzes to the present study
[17, 18].

Statistical Analysis

For association tests, Chi-square test was used in bivariate analysis and, when
necessary, Fisher's exact test, with a 5% margin of error and with Bonferroni
correction. Multivariate logistic regression by modeling was used to adjust odds ratio
(OR) and confidence interval (95% CI). The pivotal variables that obtained a p-value
of less than 20% (p<0.20) were inserted by the backward method in multivariate
logistic regression model, with the significant variables remaining at the end of the

model, at each stage (p<0.05).

For disease-specific survival analysis, it was calculated the time interval (in
months) between dates of surgery and death by disease of each patient or the last
return in cases of survivors. The time interval for disease-free survival analysis was
calculated using as end points the dates of global relapse, or the date of the last
return in asymptomatic cases. Survival curves were evaluated according to Kaplan-
Meier model and Wilcoxon p-value. Mathematical calculations were performed using
IBM, SPSS, STATISTICS® v. 20, 2011.
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Results

Elementary characterization revealed presence of magnesium in 11.54% of
sample, phosphorus in 93.59%, sulfur in 98.72%, chlorine in 35.90%, potassium in
82.72%, calcium in 98.72%, chromium in 42.31%, manganese in 33.33%, iron and
zinc in all samples, cobalt in 11.54%, nickel in 14.10%, copper in 94.87%, arsenic
and bromine in 67.95% of analyzed sample. All studied proteins showed positive

expression in oral squamous cell carcinoma.

In multivariate analysis it was possible to observe an association of lymph node
involvement with vascular invasion (p=0.000), in which presence of vascular invasion
increased 47-fold the lymph node involvement (OR=47.16, CI=8.356-266.17). For
tumor size, there was a positive association of cytoplasmic expression of SOD-1 and
Trx proteins (p=0.034 and 0.033, respectively) and Ref-1 nuclear expression
(p=0.034) (Table 2).

Data showed that strong nuclear and cytoplasmic expression of all analyzed
proteins favors tumor growth. SOD-1 cytoplasmic expression contributes
approximately 5-fold to tumor increase (OR=4.63, Cl=1.126-19.08), while Trx strong
cytoplasmic expression favors 3-fold (OR=3.00, CI=1.09-8.24) and Ref-1 nuclear
expression increases tumor growth by approximately 6-fold (OR=6.12, Cl=1.14-
32.83) (Table 2).

Regarding aggressiveness, multivariate analysis revealed that presence of
vascular invasion (p=0.022) increased in approximately 15-fold tumor
aggressiveness (OR=15.63, Cl=1.49-164.3). The risk of vascular invasion (p=0.001)
is increased 10-fold in patients with perineural invasion (OR=10.303, Cl=2.74-
38.605) (Table 2).
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Table 2: Multivariate analysis concerning lymph node, tumor size, aggressiveness
and vascular invasion with clinicopathological characteristics, life habits and protein
expression.

Multivariate analysis

Features - - -
Lymph node  Tumor Size Aggressiveness Vascular Invasion

Smoking

Yes / No?
OR 3.38 - - -
Cl 95% 0.81-14.09
P value 0.093

Tumor size

2pT3/<pT2!
OR - - - 2.31
Cl 95% 0.62-8.58
P value 0.211

Vascular invasion

Present / Absent!

OR 47.16 - 15.67 -
Cl 95% 8.35-266.17 1.49-164.3
P value <0.001 0.022

Perineural invasion

Present / Absent!
OR - - - 10.30
Cl 95% 2.74-38.60
P value 0.001

Trx Nuclear

Strong / Weak?
OR 1.14 - - -
Cl 95% 0.256-5.11
P value 0.861

SOD-1 Cytoplasmic

Strong / Weak?

OR - 4.63 - 2.81
Cl 95% 1.12-19.08 0.28-28.34
P value 0.034 0.380

Trx Cytoplasmic
Strong / Weak?

OR - 3.00 - -
Cl 95% 1.09-8.24
P value 0.033

Ref-1 Nuclear

Strong / Weak?
OR - 6.12 - -
Cl 95% 1.14-32.83
P value 0.034

Potassium

Present / Absent!
OR - - 0.15 -
Cl 95% 0.01-2.04
P value 0.158

1 Reference variable.



74

In multivariate analysis, there was a significant association between relapse
and age (p=0, 029), current alcohol consumption (p=0.040), vascular invasion
(p=0.009), chlorine p=0.034), chromium (p=0.024) and OGG1/2 cytoplasmic
expression (p=0.007) (Table 3).

Age greater than 63 years showed a protective factor for tumor recurrence
(OR=0.135, CI=0.022-0.812), as well as the presence of chlorine (OR=0.076,
C1=0.007-0.827) which decreases chances of relapse by about 13 times. It was also
observed that OGG1/2 strong cytoplasmic expression behaved as a protection factor
for recurrence (OR=0.041, CI=0.004-0.414) (Table 3).

Current alcohol consumption was a risk factor for recurrence, leading to an
approximately 9-fold increase in chance of relapse (OR=8.437, Cl=1.098-64.806).
The same can be observed for vascular invasion, which there was an increase of
approximately 13-fold (OR=13, 516 Cl=1, 900-96,129). in the chance of relapse.
Also as a risk factor, the presence of chromium in tumor samples gives an
approximately 8-fold increase in chance of patients relapsing compared to patients
with absence of this element (OR=8,003, CI=1,315-48,709) (Table 3).

In a multivariate analysis for death, it was possible to observe a significant
association with current alcohol consumption (p=0.007), vascular invasion (p=0.023)
and perineural invasion (p=0.050). Patients who currently consume alcohol increase
their risk of death from cancer by 6 times (OR=6.391, CI=1.672-24.422), patients
who have vascular invasion presents risk of death 6 times more than those who do
not present (OR=6.072, Cl=1.276-28.902), and the presence of perineural invasion
increases risk of death 4 times in patients with cancer (Table 3).
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Table 3: Multivariate analysis between prognostic, clinicopathological characteristics,
life habits and protein expression

Features

Multivariate analysis

Relapse

Death

Age
>63/<63!

OR

Cl 95%

P value
Current alcohol
consumption
Yes/No!

OR

Cl 95%

P value
Vascular invasion
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Perineural invasion
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Chlorine
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Chrome
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
OGG1/2 Cytoplasmic
Strong / Weak?

OR

Cl 95%

P value
SOD-1 Cytoplasmic
Strong / Weak?

OR

Cl 95%

P value
Trx Cytoplasmic
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value

0.135
0.022-0.812
0.029

8.437
1.098-64.806
0.040

13.516
1.900-96.129
0.009

0.076
0.007-0.827
0.034

8.003
1.315-48.709
0.024

0.041
0.004-0.414
0.007

6.391
1.672-24.422
0.007

6.072
1.276-28.902
0.023

4.054
1.00-16.443
0.050

2.592
0.458-14.654
0.281

1.972
0.568-6.841
0.285

1 Reference variable.

Vascular invasion was associated with disease-free survival (p = 0.001, Fig.

1A) and disease-specific survival (p=0.000, Fig. 1B). In multivariate analysis,
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vascular invasion proved to be a risk factor for worse survival. In disease-free
survival the worsening is about 5 times (HR=5.108; Cl=1.536-16.989; Table 4), while
in disease-specific survival is approximately 3 times (HR=2.954; CI=1.164-7.499;
Table 4).

Likewise, current alcohol consumption was associated with disease-specific
survival (p = 0.039, Fig. 1C) and the multivariate analysis showed that current alcohol
consumption gives patients a worse survival rate (HR=2,370, CI=1.035-5.423; Table
4). No association between current alcohol consumption and disease-free survival
was observed, but multivariate analysis indicated current alcohol consumption as a
risk factor for a worse disease-free survival (HR=3.247; Cl=1.022-10.135). The
chlorine element, in multivariate analysis, was presented as a protection factor for
better disease-free survival (HR=0.210; CI=0.046-0.970; Table 4).
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Table 4: Multivariate analysis disease recurrence and disease-specific survival with
life habits, clinicopathological characteristics, elemental characterization and protein

expression.

Features

Proportional Cox

Disease-free Survival

Disease-specific Survival

Current alcohol
consumption
Yes/ No!

OR

Cl 95%

P value
Vascular invasion
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Perineural invasion
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Chlorine
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Chrome
Present / Absent!

OR

Cl 95%

P value
Manganese
Present / Absent?!

OR

Cl 95%

P value
Trx Cytoplasmic
Strong / Weak?

OR

Cl 95%

P value

3.247
1.022-10.135
0.046

5.108
1.536-16.989
0.008

0.210
0.046-0.970
0.046

2.980
0.917-9.688
0.069

2.019
0.632-6.450
0.236

2.370
1.035-5.423
0.041

2.954
1.164-7.499
0.023

1.871
0.730-4.793
0.192

1.548
0.710-3.375
0.272

1 Reference variable.



Disease-specific survival

1.04
Vascular
invasion
i - 1Absent
g IPresence
=
2
205
w
L
>
K
5 044
E
3
o
02+
004
T T T T T T T T T
0 6 12 18 ¥ N B 42 48
Time (months)
p =0,000
Disease-specific survival
i Current alco
consumptic
—'INo
~IYes
=
2 05
2
3
7]
L
>
]
>
3
Eos
o
044
T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 kY » a2 48
Time (months)
p=0039

Disease-free survival

Cumulative Survival
o
-
i

04

o

o

T
12

Time (months)

Disease-free survival

084

Cumulative Survival

06+

T
12

Time (months)

p=0053

78

Vascular invasion

-~ '1Absent
-IPresence

Chlorine

—"1Absent
~I"Presence

Figura 1: (A) Disease-free survival curve of patients with oral squamous cell carcinoma
according to perineural invasion. (B) Disease-specific survival curve according to vascular
invasion. (C) Disease-specific survival according to current alcohol consumption. Disease-
free survival curve according to the chlorine element (D).



79

Discussion

Elemental analysis by p-XRF showed that the presence of some
chemical elements in tumor can alter disease prognosis. Thus,the chromium
(Cr) element has a significant relationship with the smoking habit, a fact
reported in study by Gibb et al. [19] which showed a dose response of lung
cancer with exposures to hexavalent Cr, where most lung cancers occurred in
smokers with synergism between exposure to chromate and other organic

carcinogens as constituents of cigarette.

One of the possible explanations between Cr presence and relapse can
be elucidated by the studies of Shi et al. [20,21], who affirms that the reduction
of hexavalent Cr to trivalent Cr also generates oxygen radicals with activation of
signaling pathways of apoptosis inhibition via PI3K and AKT. Apoptosis
inhibition favors accumulation of mutations and tumor progression, which

benefits the tumor microenvironment and consequently relapse.

The presence of chlorine element in our group's studies proved to be a
protective factor for tumor recurrence. A possible hypothesis for this element
accumulation might be the loss of chlorine ionic channels function, more
specifically CLIC1. Recent studies have shown that CLIC1 is involved in cell

cycle regulation, apoptosis and an important role in tumor development [22,23].

Oral cavity cancer is of multifactorial origin and presents particular
characteristics in its development and therapeutic response in affected
individuals. Therefore, in attempt to draw a prognostic line of disease evolution
and treatment modalities, evaluation parameters were established, such as the
system TNM, clinical and pathological staging, histopathological evaluation of
depth of invasion, vascular invasion, perineural, necrosis and often specific
histochemical and molecular markers that contribute to a better characterization
of the disease [24, 25].

In our study evaluated 78 individuals with oral cancer and observed that
among the clinical-pathological parameters evaluated, the presence of vascular

invasion was related to worse disease-free survival and specific disease. These
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findings confirm the importance of a good evaluation of the pathological aspects
of tumor pieces. Vascular and perineural invasion are described in the literature
as important steps in the mechanisms of relapse and metastasis and are of
prognostic importance [25-30].

However, despite the great effort of the scientific community in trying to
find new markers in oral cancer, the reality for this type of tumor is still
somewhat unclear in relation to scientific advances found in tumors such as
breast and colon which already possesses established molecular panels of
therapeutic response profiles [31-34]. Although recent good studies in oral
cavity cancer show perspectives of the use of therapeutic and prognostic
predictive markers [35-38].

Thus, for a better understanding about signaling pathways involved in
mechanisms of oral tumors, this study evaluated 4 proteins of the oxidative
stress pathway and DNA repair. Analyzes showed that strong cytoplasmic
expression of SOD-1 was related to 4-fold increase in tumor size. The increase
in SOD-1 activity was observed in gastric and mammary tumors in relation to

the worse prognosis [9,39].

Regarding oxidative stress and ROS production in tumors, literature
reports a possible increase in mutation rates and tumor progression, with
activation of pathways such as HIF1a and VEGF [40]. With promotion of
angiogenesis and tumor growth by activation of redox-sensitive kinases, such
as mitogen-activated protein kinase (MAPK), extracellular signal-regulated
kinases (ERKSs), phosphorylation or increased cyclin D1 expression and
activation of c-JUN, which are involved in the growth and survival of tumor cells
[9,41].

About results of Trx analysis, it was evidenced that its strong cytoplasmic
expression in oral cells was associated to increase of tumor size in 3 times.
Literature shows that its protein expression is related to development and
spread of cancer [42]. Trx-1 protein has redox activity and is related to
activation of different transcription factors of inflammation regulation, including

NF-kB and activator protein-1 (AP-1) [12]. In addition, its action may increase
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expression of HIF1a, a hypoxia transcription factor [43], possibly by inhibiting
the degradation of HIF1a [44].

Trx-1 binds and inhibits pro-apoptotic proteins, including apoptosis signal
by regulating kinase-1 (Ask-1) [45]. Thus, increased expression of that protein
can be seen as favoring the processes of tumor progression, which may occur
by altering inflammatory factors, or by the possible activation of angiogenesis
via HIF-VEGF.

Another protein analyzed in the present study, associated with the tumor
increase was Ref-1. Studies have shown its increased expression in many
tumor types, and this change is associated with increased tumor growth,
migration, and drug resistance in tumor cells, as well as decreased patient
survival [11,46]. The redox action of Ref-1 controls the activity of transcription
factors, such as early-response protein-1 (Egr-1), NF-kB, p53, HIF1a (AP-1),
which are involved in various cellular processes, including cell survival and
growth [47].

In our study, OGG1/2 protein analysis was indicated as a protection
factor for relapse. A study by Yuzefovych et al. (2016) [48] demonstrated that
increase in OGG1 levels leads to a reduction in mitochondrial DNA damage and
ROS production by decreasing the activation of p-AKT and HIF1q, leading to a
decrease in progression and metastasis of breast tumors in the rat.

Kakehashi and colleagues (2017) [49] observed in genetically modified
Mmh/OGG1-deficient rats when treated with Phenobarbital leads to ROS
accumulation together with non-repair of oxidative damage generated in DNA
by suppressing the Nrf2 pathway, thereby generating an increase in cell
proliferation with the progression of hepatocellular adenocarcinoma to

hepatocellular carcinoma.

In fact, the OGG1/2 protein is one of the most important enzymes acting
in repair to DNA damage. This could explain the observed results, since
OGG1/2 acts as a repair protein, repairing possible mutations that favors the

tumor progression and relapse.
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Age was also considered as a protective factor for disease relapse,
decreasing risk by 7 times. It was possible to observe that members of this
study had a median age of 63 years with older individuals presenting a lower
recurrence. These data are in agreement with those observed by Garavello et
al. (2007) [50], who found significantly higher recurrence rates and reduced
survival in younger patients. However, our findings contradict most of studies
found in literature in which no differences were reported in cancer-specific
survival, regional relapse, and overall recurrence in patients younger than 40

years compared to older patients [51,52].

In our study, alcohol consumption was related both to recurrence and
death from cancer, similar to data obtained from other studies [53]. According to
the International Agency for Research on Cancer (2010) [54], most studies
conducted in United States, Europe and Asia report an increased risk of oral
cavity/pharyngeal cancer in association with heavy alcohol consumption, with
estimates adjusted OR values ranging from 4.1 to 8.8

Regarding the survival characteristics, current consumption of alcohol by
the patients is related to worst disease-free survival and disease-specific for
patients with oral carcinoma. Nelson et al. [55] attributed 3.5% of cancer deaths

were caused by alcohol consumption for the year 2009 in United States.

Another study corroborating our findings was conducted by Praud et al.
[56], using global estimates of cancer cases and cancer deaths in which 5.5%
of all cancer cases and 5.8% of all cancer cases were attributable to alcohol
consumption in 2012. According to the author, alcohol consumption as a risk
factor for cancer can be modulated by genetic factors, including variants in

genes for alcohol metabolism, folate and methionine metabolism, and DNA.
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Conclusion

Our results reinforce that evaluation of habits such as alcohol use should
be considered, since it was related to worse prognosis and advanced age with
less recurrence. And that prognostic factors traditionally used in clinical
practice, such as histopathological evaluation of perineural and vascular

invasion, appeared related to prognosis and are important in tumor evaluation.

Additionally, our findings show that new markers must be validated and
can be added to usual clinical parameters and pathology, such as protein
expression of oxidative stress pathway and repair. Expression of SOD1, REF-1
and TRX have been related to tumor size and OGG expression was shown to
be a protective factor for relapse. Added to this, elementary characterization
findings regarding the presence of elements open new perspectives for a better
understanding of tumor biology and as prognostic factors, since the presence of

chromium and chlorine were related to the relapse.
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5.0 CONCLUSAO GERAL

O estudo apresenta a avaliagdo inedita da caracterizagdo dos
elementos quimicos presentes nos tumores pela técnica de uXRF, baseada na
radiacdo Sincrotron, ndo relatada na literatura para cancer de cabeca e
pescoco e com resultados de associacdo da presenca dos elementos com o
hébito tabagista e com caracteristicas prognosticas.

Alem disso, os resultados reforcam a influéncia do habito tabagista na
expressdo de proteinas envolvidas na via de estresse oxidativo (SOD-1 e Trx)
e reparo do DNA (OGG1/2). O trabalho traz também aspectos mais
consagrados na literatura e na pratica clinica, como a associacao entre o uso
do alcool e idade como fatores prognosticos, além de ressaltar as tradicionais

avaliacOes histopatoldgicas de invasao perineural e vascular.

Nossos achados mostram que novos marcadores devem ser validados e
podem ser adicionados aos parametros usuais da clinica e da patologia, como
a expressao de proteinas da via de estresse oxidativo e reparo, bem como sua
associacdo com o tamanho tumoral e fator de protecédo a recidiva. Somado a
isso, 0s achados de caracterizacdo quanto a presenca de elementos abrem
perspectivas para melhor entendimento da biologia tumoral e como fatores
prognosticos, ja que a presenca do cromo e cloro estiveram relacionados a

recidiva.
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ANEXO 1. Comprovante de aprovac¢ido do Comité de Etica do CCS/UFES

CENTRO DE CIENCIAS DA !
SAUDE/UFES W
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP-
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE
DE CABECA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELACAO COM A
EXPRESSAO DE GENES DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO

Pesquisador: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Area Temética: Genética Humana:
{Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necassta de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 49091515.9.0000 5080

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal Fnancament Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 13539 363

Apresentacio do Projeto:

O projeb tratase de ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE
DE CABEGA E PESCOGO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELAGCAO COM A EXPRESSAD DE
GENES DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo o pesquisador 08 objetves sio

"Objetivo Primario:

Avalar a impregnacgio de metais pesados em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e pescogo, €
ainfluencia do uso do tabaco, alcod, habitos e a expressio génica de genes de hipdxia e estresse oxidatvo
para correlagdo com a evolugio da doenga e a resposta ao tratamento

Objetivos Secundarios:

Quantfcar matas pesados nas amostras de carcnoma epdemoide de cabeca e pescogo e comalaconar
com a evolugdo clinca da doenga e resposta ac ratamento e habios;

Enderegol  Av Marecha Campos 1463

Bairo: SN CEP: 29040091
UF: E5 Municiplo: VITORIA
Tdefone: (2733357211 E-mail: cepocsufes tr
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UFES W

Venficar a quantdade de metas pesados presente em tecddos tumorais e comelacionar com a expressio
g&nica dos genes de hipbxia e estresse oxidativo e comelacionar com a evolugdo clinica da doenca e
resposta ao tratamento,

-Analisar por meo de microscopia de transmissio (MET) a estrutura das céulas tumorais dos pacientes
oncoldgicos e relacionar com a expressio génica,

Realzar atvidades educativas de prevengio do usc do tabaco, akoo! e prevengao do cancer através da
capacitagdo de agentes sociais e implantagio de programa de prevengao.”

Contnuacio oo Pamca . 1.5 363

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador, "a abtengdo das amostras tumorais nio acamretara nscos extras para o pacente
porque comesponde aos fragmentos (blocos de parafina) ndo utizados do umar ou do material biddgico
retirado do paciente durante cirurgia ou bidpsia. Desta forma, este matenal fica obrigatoriamente
armazenado na Patologa do Hospital e nfo & dentficado pelo nome do pacente o que ajuda a garantr a
confidenciaidade da dentdade do syab do estudo. Em relagao acs dados de prontuarios que fardo parte
do estudo, sempre existe nsco de identificagdo e vazamento de informagao sigiosa do pacente. Para
minimzar 0s nscos, este levantamento sera fedo por colaboradores de dentro das institugdes envolvidas, o
prontuaric ndc sawa dos hospitais parceiros e receberemos apenas uma planilha identificada
numeancamente sem o nome ou quakuer dentifcagio do paciente. Durante a caieta de dados serd probda
a permanéncia com apareihos celulares ou equipamentos eletrdnicos que possibilitem a filmagem ou
fotografia dos dados.

Beneficios Ndo haverdo beneficios imediatos decomentes desta pesquisa para osindividuos analisados
Apesar disso, os resultados poderdo beneficar, no futuro, outras pessoase a ciénca a partr dos dados
obtidos, que poderdo fazer parte do conhecimento centifico, coaborando para a descoberta de novas
Brapas e estratégas. Segundo um dos obetvos da proposta, "Realzacio de atvidades educativas de
prevengio do uso do tabaco, aloool e

prevencio do cancer através da capactagio de agentes socas e mplantagio de programa de prevengia',

Enderego:  Av. Marecha Campos 1463

Bairro: SN CEP: 2904009
UF: E5 Municipio: VITORIA
Teefone: (27133357211 E-mail: cep@oss ufes tr
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CENTRO DE CIENCIAS DA =
SAUDE/UFES

o projeto redlzard ntervengio socal educativa. Para a populagio geral havera um benefico dreto
decorrente da pesqusa, arealzacho de atvidades educativas Com a realzagho do programa de prevencio
do uso do tabaco, doool, drogas e prevengio de cancer

Cocnuagho do Pamca: 125 363

Os riscos e beneficos contemplam a Res CNS 466/12

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeo tem relevancia centifica e social

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

No projete ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE DE
CABEGA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELAGAO COM A EXPRESSAD DE GENES
DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO do pesquisador ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA
constam os seguintes documenis:

Folha de rosto: apresentada e adequada

Proeto detathado apresentado e adequado

Termo de Siglo e Confidenciaidade: apresentado e adequado

Termo de anuéncia da insttuigio onde a pesqu sa serd reaiizada: apresentada e adequada
Cronograma. aprasentado e adequado

Orcamento: apresentado e adequado

Regulamentagio de blorepostdnio apresentado

Recomendagbes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Foram atendidas todas as sobotagbes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento ArquiVo Postagemn Autor Stuagio
Informagdes Basicas PB_INFORMN;OES_BASICAS_DO__P 0122015 Aceito
| do Praeto ROJETO 76141 pdf 12:43:05

Declaragio de regulbiomepositono. pdf 0912/2015 |ADRIANA MADEIRA | Aceto
Manusan Matenal 12.41.45 |ALVARES DA SILVA

Enderego:  Av Marecha Campos 1463

Baimo: SN CEP: 2904009
UF: ES Municiplo: VITORIA
Tdefone: (27033357211 E-mail: cepf@ocs ufes tr
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Confmueacho 0o Pamcar: 13456363

Bodgwo / raguibimepositono. pdf 09122015 |ADRIANA MADEIRA | Aceto
Biorepositone / 12:41:45 |ALVARES DA SILVA

| Bobanco

Praeto Detathade/ | MetaisVersao3 pdf 09122015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Brochuma 1241:06 |[ALVARES DA SILVA
Investgador

Declaragio de CantaErasto pdf 2711172015 |ADRIANA MADEIRA | Acedo
Instituicho e 14:41:35 |ALVARES DA SILVA

| Infraestrutura

Declaragio de CartaHEC | pdf 24112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceto
Insttuicio e 09:10.08 |ALVARES DA SILVA

| Infraestrigura

Declaragio de CanaHeliopois. pdf 24112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceto
Instituicio e 09:09°44 |[ALVARES DA SILVA
Infraestrutura

Dedaragio de cartalCAVC pdf 13112015 |ADRIANA MADEIRA | Acato
Instituigio e 21:41:33 |ALVARES DA SILVA

| Infraestrutura

Qutros Termoconfidenciakdadestca pdf 12112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

10.52:57  |ALVARES DA SILVA

Declaragio de TermoBiorrepositono, pdf 12112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceto
Manuseio Matenal 10:51:05 |ALVARES DA SILVA
Bialdgico /

Biorepcsitono /

Biobanco

Folha de Rost Novo Documeanto pdf 30/07/2015 Acetto

22°47:53

Situagaodo Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nio

VITORIA, 09 de Dezemixo de 2015

Assinado por:
Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni
(Coordenador)

Enderego:  Av Marecha Campos 1463

Bairro: SN
UF: E5
Teefone:

CEP: 2304009

Municipio: VITORIA

{(27R3ST211 E-mail: cepoos ufes tr
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ANEXO 2. Comprovante de aprovacido do Comité de Etica do ICAVC

INSTITUTO DO CANCER
ARNALDO VIEIRA DE
CARVALHO - ICACV

'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigéo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE
DE CABECA E PESCOCO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELACAO COM A
EXPRESSAO DE GENES DE HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO

Pesquisador: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Area Temética: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envalvendo Genética Humana que nio necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 49091515.9.3002 5471

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal: Fnancament Propno

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1422 077

Apresentacéo do Projeto:

ANALISE QUANTITATIVA DE METAIS PESADOS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABECA E
PESCOGO, MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA RELAGCAO COM A EXPRESSAQ DE GENES DE
HIPOXIA E ESTRESSE OXIDATIVO

Objetivo da Pesquisa:

Avallar aimpregnacio de metals pesados em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e pescogo, e
ainfiuencia do uso do tabaco, alkcod habitos e a expressdo génica de genes de hipdxia e estresse oxidatve
para comelagio com a evolugho da doenga e a resposta ao tratamento. E cbjetive da proposta realizar a
prevengao do cancer e dos habitos de nsco como do uso do tabaco e do alooo! atraves de um programa de
prevencgio.

Quantficar metas pesados nas amostras de carcnoma epidermade de cabega e pescogo e comelacionar
com a evolugio dinica da doenga e resposta ao tratamento e habitos,- Venficar a quantdade de metais
pesados presente em tecidos tumorais e comelacionar com a expressio génica dos genes de hipdxia e
estresse oxidatvo e correlaconar com a evalugao clinica da doenga e resposta ao tratamento,- Analisar por
meio de microscopia de tranamissdo (MET) a estrutura das

Enderego:  Largo do Amucha, rf B8 - 10° andar

Bairro: Repdblca CEP: 01213.000
UF: 59 Municipio: SAQPAULD
Telefone: (119221.5187 Fax: (11)221.5187 E-mail: cap@doutoramaldo org
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INSTITUTO DO CANCER
ARNALDO VIEIRA DE  “GRErvAl ™
CARVALHO - ICACV
Contnuacio oo Pamca. 142077

céluias tumorais dos pacentes oncoldgicos @ relaconar com a expressio génica - Realzagio de atividades
educativas de prevencio do uso do tabace, dlcoc! e prevengio do cancer através da capacitacio de
agentes soc@is e mplantagio de programa de prevengio.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A obtengio das amostras tumorais ndo acarretara riscos extras para o paciente porque comesponde aocs
fragmentos (blocos de parafina) ndo

utiizados do tumor ou do matena biokgico retirado do paciente durante cirurgia ou bidpsia. Desta forma,
este materal fica obrigatoriamente

armazenado na Patologa do Hespial e ndo é dentficade pelo nome do pacente o que ajuda a garantr a
confdencialidade da dentidade do suat do estudo. Em relagdo acs dados de prontuarios que fardo pare
do estudo, sempre existe rnsco de identificagio e vazamento de informagao sigiicsa do paciente. Para
minimzar 0s nscos, este levantamento sera feito por colaboradores de dentro das instituigbes envolvidas, o
prontudno ndo sara

dos hospitais parceiros e receberemos apenas uma planiha xentificada numencamente sem o nome ou
qualquer dentficagio do pacente. Durante a coleta de dados sera proibida a permanénca com aparelhos
celulares ou equpamentos eetrdnicos que possititem a fimagem ou fotografia dos dados

Baneficos para o sujeto da pesquisa ndo havera nenhum beneficio diret decorrente dos estudos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O Protocoio de Pesquisa foi Aprovado e esta dentro das resolugbes

Consideracdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

0O Protocolo de Pesquisa foi Aprovado .

Recomendacgdes:

Entregar Relatdrios semestraimente ac CEP-ICAVC e manter o CEP-ICAVC sempre mformado sobre o
andamento do Estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

sem pendéncias

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Aprovado , Entregar relatinos semestraimente ao CEP-ICAVC e manter o CEP-ICAVC sempre informando
sobre o andamente do Estudo.

Enderego:  Largo do Amucha, P 86 - 10° andar

Bairo: Repldlca CEP: 01219000
UF: 52 Municipio: SAOPAULOD
Teefone: (118221.5187 Fax: (11)3221.5187 E-mail: cep@douoramaldo org
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquvo Postagem Autor Stuagho
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 0912/2015 Aceito
do Praeto ROJETO 76141 pdf 12:43:05
Declaracio de reguibiomepositono. pdf 091212015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Manuseio Matenal 12:41:45 |ALVARES DA SILVA
Bioiogico /

Biorepositénoe /

Bobanco

Praeto Detathade/ | MetaisVersaod pdf 09122015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

Brochura 12.41.05 |ALVARES DA SILVA

Investgador

Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 27/11/2015 Aceito

do Praeto ROJETO 76141 pdf 14:50:04

Praeto Detathado/ | MetaisVersaa2 pdf 2711172015 |ADRIANA MADEIRA | Acato

Brochura 14:49:19  |ALVARES DA SILVA

| Investigador

Declaragio de CanaErasto pdf 27112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

Insttuigio e 14.41:35 |ALVARES DA SILVA

| Infraestrutura

Declaragio de CantaHEC| pdf 24112015 |ADRIANA MADEIRA | Acetto

Instituigho e 09:10.08 |ALVARES DA SILVA

Infraestrutura

Declaragio de CantaHelopols. pdf 241172015 |ADRIANA MADEIRA | Acado

Instituicio e 09:09:44 |ALVARES DA SILVA

| Infraestrutura

Decaragio de caralCAVC pdf 1371172015 |ADRIANA MADEIRA | Acetto

Institugio e 21:41.33 |ALVARES DA SILVA

| Infraestrtuca

Outros Termoconfidencialdadeetica pdf 121112015 |ADRIANA MADEIRA | Aceto
10:52:57 |ALVARES DA SILVA

Declaracio de TermoBiorrepositono. pdf 1211172015 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

Manusei Matenal 10:51:05 |ALVARES DA SILVA

Biologica /

Biorepositona /

Biocbanco

Informaghes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 10/0%2015 Acerta

do Proeto ROJETO 76141 pdf 15.34.00

Praeto Detathade / | MetaisCECP pdf 10092015 |ADRIANA MADEIRA | Acetto

Brochura 15:32:45 |ALVARES DA SILVA

Investigador

Folha de Rosk Novo Documento pdf 30/07/2015 Acaito
22:47:53

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Enderego:  Largo do Amucha, nf 86 - 10° andar

Bairro: Repllica
UF: 52

Telefone: (113221.5187

CEP: 01219000

Municipio: SAQOPAULO

Fax: (11)3221.5187

E-mail: cep@douoramaldo org
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INSTITUTO DO CANCER

ARNALDO VIEIRADE QBT ™™
CARVALHO - ICACV

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Contnuacio oo Pamca. 142077

SAQ PAULO, 24 de Fevererode 2015

Assinado por:
Carlos Elias Fristachi
(Coordenador)
Enderego:  Largo do Amucha, P 86 - 10° andar
Bairro: Repltlca CEP: 01219.000
UF: 52 Municipio: SAOPAULO
Teefone: (113221.5187 Fax: (11)2221.5187 E-mail: cep@douoramaldo org
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-+~ Nova mensagem

Favoritos

Caixa de En... 2230

Adicionar aos favor...

Pastas

Caixa de Ent... 2230

Lixo Eletronico 73

Rascunhos

Itens Enviados

Scheduled

Itens Excluidos 34

Arquivo Morto

Conversation Hist...

Nova pasta

) Responder [i] Exciuir T3 ArquivoMorto (S Lixo Eletrénico

Email — Aricia Leone — Outiook

2 Pesquisar S}

o

Fwd: 5651620: Acknowledging Receipt

Anderson Barros Archanjo <andersonarchanjo@gmail.c
om>

Ter. 23/04/2019 13:57

Vocé

—————————— Forwarded message ---------

De: Journal of Oncology <zalma.sayed@hindawicom>

Date: qui, 17 de jan de 2019 as 13:03

Subject: 5651620: Acknowledging Receipt

To: <andersonarchanjo@gmail.com>

Ce: <zalmazayed@hindawicom>, <ancialeons@hotmail.com>, <zuzannymendes@gmailcom>,
<rps mk@hotmail.com>, <rafaelcicco@uol.com.br>, <mayaraifes@gmail.com>,
<alinsborcoi@gmail.com>, <uliaassicl@hotmail.com>, <lucas Imbio@hotmail.com>, <gabi-
l&&ﬂ.ﬂ’hmmdmm> <zaito@icbusphr>. <:mmur.a@.u§n.hz> <brasilino.heliopolis@gmail.com>,
<h:en.mkn.nm@gmu.mm> <Jsemmdm@gmau.mm> <sbn4u.e...te.@)@hm&>
<adrana.biomol@gmail.com>

Dear Dr. Archanjo,

The Research Article titled "Elemental charactenization in squamous cell carcinoma of the oral cavity
and its relationship with pregnosis and survival,” by Anderson Barros Archanjo, Aricia Assis, Suzanny
Mendes, Rafael Souza, Rafael Cicco, Mayara Oliveira, Aline Borgoi, Julia Pinheiro, Lucas Maia, Gabriela
Peterle, Kelly Saito, Edna Teruko Kimura, Marcos Brasilino De Carvalho, Fabio D. Nunes, Eloiza Tajara,
Marcelo dos Santos, Breno V.alentim Nogueira, Leonardo Oliveira Trivilin, Christiano Pinheiro and
Adriana Alvares-da-Silva has been received and assigned the number 5651620.

All authors will receive a copy of all the correspondences regarding this manuscript.
Thank you for submitting your work to Journal of Oncology.

Best regards,

Salma Sayed
Editorial Office
Hindawi

http://www.hindawi.com
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ANEXO 3. Comprovante de submisséao do artigo 2

Elsavisr Editorial System(tm) for oOral
oncology
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: CHLORINE AND CHROMIUM ELEMENTS AND PROTEINS OF OXIDATIVE STRESS
AND DNA REPAIR PATHWAYS ARE RELATED TO TUMOR AGGRESIVENESS AND PROGNOSIS
OF PATIENTS WITH ORAL CANCER.

Article Type: Original Research Article
Section/Category: Basic

Ksywords: metal tracs; oxidative damage; repair snzymes; sguamous cells
cancsr.

corresponding Author: Mrs. Mayara Mota de Oliveira, MK.D

Corresponding Author's Institution: Universidade Federal do Espirito
Santo

First Author: Aricia L Assis

Order of Authors: Aricia L Assis; Anderson B Archanjo; Suzanny O MENDES:
Rafasl P Scuza; Rafasl Cicco; Mayara Mota de Oliveira, M.D; JOAQUIM G
SANTOS; ALINE R BORGOI; IVANA A MORENO; LUCAS L MAIA; Gabriela T PETERLE;
Juliana Dalbd; Kelly C SAITQ; Edna T Kimura; Marcos B CARALHO; Fabic D
NUKES:; Eloiza Tajara; MARCELO SANTOS: Lesonardo © Trivilin; Christiano J
Pinheiro; Adriana M Alvares-da-Silva; Breno Valentim V Nogueira

Abstract: Objectives: The purpose of this study was to analyze the
association of trace element and protein expression of repalr and
oxidative stress pathways with tumor aggressiveness and prognostic in
patients with oral cavity tumors. Methods: For this, Elemental
characterization by p-XRF was verified, as well as clinical
characteristics and expression of sop-1, Ref-1, OGGL / 2 and TRX
proteins, Results: Chlorine and chromium elements were related to tumor
recurrence. Perineural and vascular invasion were important indicators
for aggression and tumor prognosis. Expression of SOD-1, Trx and Ref-1
showed a prognostic relationship with tumor growth. Alcocholic habit and
vascular invasion had an impact on disease-free and disease-specific
survival. Conclusion: bata lead to a better understanding of tumor
signaling pathways and their relationship to prognosis of oral cancer.

Research Data Related to this Submission

There are no linked research data sets for this submission. The following
reason is given:

No data was used for the research described in the article



