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RESUMO

O carcinoma de células escamosas de cavidade oral é oriundo de desregulacdo celular causada
por alteracbes genéticas e epigenéticas. Das diversas formas de alteracdo fenotipica sem
mudancas na sequéncia de DNA, esta pesquisa se dedicou a werificar as modificacbes pos-
traducionais das histonas prowocadas pelas enzimas metiltransferases Euchromatic Histone
Lysine Methyltransferase 1 (EHMT1 - GLP) e Euchromatic Histone Lysine Methyltransferase 2
(EHMT2- G9a) em céancer oral. Em geral, as metiltransferases tem multiplos papeis moleculares,
dentre eles: metilar residuos de lisina (K) das histonas, permitindo a transcricdo génica (H3K4me,
H3K36me, H3K79me) ou levando ao silenciamento génico, (H3K9me, H3K24me e H4K20me).
Além disso, podem metilar proteinas ndo histonas como a p53, guardid do genoma humano.
Essas alteracfes proteicas afetam a organizagdo da cromatina e consequentemente a regulagéo
génica, estando associadas a processos fisioldgicos ou a processos patoldgicos. A
superexpressdo de EHMT1 e EHMT2 tem sido atribuida a eventos promotores de cancer como:
desregulacdo transcricional, proliferagdo celular, adaptacdo metabdlica do microambiente tumoral,
transicdo de células epiteliais com aquisicdo de caracteristicas mesenquimais. Esses processos
sao dinamicos e permitem ganho de caracteristicas como: motilidade, invasividade, resisténcia a
apoptose e a farmacos. Esta pesquisa objetivou analisar o perfil de expressdo génica das
metiltransferases EHMT1 e EHMT2 em carcinomas de células escamosas orais por PCR
guantitativa. Obtido o perfil de expressao, foram feitas analises com as caracteristicas clinicas dos
pacientes, sendo elas: idade, género, estadiamento tumoral, metastases e recidiva. A fim de
complementar os achados laboratoriais, foi realizada analise in silico para werificar o perfil de
expressdo génica de EHMT1 e EHMT2 em cancer oral em dados disponiveis na plataforma online
OncoMine. Os resultados da qPCR detectaram hipoexpressdo de EHMT1 e EHMT2 nas amostras
tumorais em relacdo ao grupo controle, com significancia estatistica para o primeiro gene.
Avaliando a expresséo génica de EHMT1 e EHMT2 de acordo com as caracteristicas clinicas e na
andlise de contingéncia, utilizando o teste de Fischer, ndo foi detectada significancia estatistica,
embora na andlise descritiva dos dados brutos, obsenou-se algumas associacfes esperadas, de
acordo com a literatura, resultados estes que necessitam de confirmacgdo. Na andlise in silico com
dados de estudos distintos, foi constatada hipoexpressdo de EHMT2 nas amostras tumorais em
relagdo as amostras normais, assim como também foi encontrada, em outro estudo,
hiperexpressdo nas amostras tumorais tanto de EHMT1 como de EHMT2. Desta forma, é possivel
inferir que a expressdo de EHMT1 e EHMT2 parece variar e depender de contextos celulares,
sitios anatdbmicos e populagces estudadas, portanto o significado clinico-patolégico dessas
enzimas em carcinoma de células escamosas orais ainda ndo esta totalmente esclarecido, sendo
necessarios estudos complementares.

Palavras Chaves: Epigenética, Cancer Oral, Metiltransferases, Histonas, EHMT1, EHMT2.



ABSTRACT

Oral cavity squamous cell carcinoma arises from cellular deregulation caused by genetic and
epigenetic changes. Among the different forms of phenotypic alteration without changes in the DNA
sequence, this research was dedicated to erifying the post-translational modifications of histones
caused by the methyltransferase enzymes Euchromatic Histone Lysine Methyltransferase 1
(EHMT1 - GLP) and Euchromatic Histone Lysine Methyltransferase 2 (EHMT2- G9a) in oral
cancer. In general, methyltransferases have multiple molecular roles, including methylating lysine
(K) residues of histones, allowing gene transcription (H3K4me, H3K36me, H3K79me) or leading to
gene silencing (H3K9me, H3K24me and H4K20me). In addition, they can methylate non-histone
proteins such as p53, guardian of the human genome. These protein alterations affect chromatin
organization and, consequently, gene regulation, being associated with physiological or
pathological processes. The owerexpression of EHMT1 and EHMT2 has been associated to
cancer-promoting events such as: transcriptional dysregulation, cell proliferation, metabolic
adaptation of the tumor microenvironment, transition of epithelial cells with acquisition of
mesenchymal characteristics. These processes are dynamic, allowing the gain of characteristics
such as: moatility, invasiveness, apoptosis and drug resistance. This research aimed to analyze the
gene expression profile of methyltransferases EHMT1 and EHMT2 in oral squamous cell
carcinomas by quantitatie PCR. Besides the expression profile, analyses with the clinical
characteristics of patients, namely: age, gender, tumor staging, metastases and recurrence were
performed. To complement the experimental findings, in silico analysis was performed to verify
gene expression profile of EHMT1 and EHMT2 in oral cancer in data available at the OncoMine
online platform. The gPCR results detected EHMT1 and EHMT2 down expression in tumor
samples compared to the control group, with statistical significance for the first gene. Evaluating
EHMT1 and EHMT2 gene expression according to clinical characteristics and with contingency
analysis, using Fischer's test, no statistical significance was found, although the descriptive
analysis of the data revealed some expected associations, according to the literature, which still
need confirmation. In the in silico analysis with data from different studies, it was found down
expression of EHMT2 in tumor samples compared to normal samples, as well as owverexpression in
tumor samples of both EHMT1 and EHMT2. Therefore, it is possible to infer that the expression of
EHMT1 and EHMT2 seems to vary and depend on cellular contexts, anatomical sites and
populations studied, so the clinicopathological significance of these enzymes in oral squamous cell
carcinoma is still not fully understood and further studies are necessary.

Keywords: Epigenetics, Oral Cancer, Methyltransferases, Histones, EHMT1, EHMT2
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1. INTRODUCAO
1.1 O CANCER ORAL
A regulacdo da divisdo e da diferenciacdo celular é realizada por um mecanismo
complexo que mantém a populagdo celular dentro dos limites fisiol6gicos. Mudancas nesta
regulacdo promovem disturbios de crescimento, de diferenciacdo ou de ambos, podendo culminar
em um cancer, caracterizado como uma doenca heterogénea, com crescimento rapido, autbnomo
e desordenado de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos distantes.(1)(2)
Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), estima-se para cada ano do triénio
2020-2022, no Brasil, 15.210 nows casos de cancer da cavidade oral, sendo 11.200 em homens e
4.010 em mulheres, com 6.605 6bitos. Na figura 1 é possivel verificar essa distribuicdo do nimero
de casos nows de cancer oral para 0 ano de 2020 pelos 26 estados brasileiros e o Distrito
Federal.(2)

Numero de casos novwos — cancer de cavidade oral 2020
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Figura 1.[Adaptado] NUmero de casos nows de céancer de cavidade oral nos 26 estados
brasileiros mais o Distrito Federal para ano de 2020.(2)

A alta taxa de incidéncia e mortalidade de cancer oral no pais esti relacionada a
wilnerabilidade socioeconémica, auséncia de acesso aos senicos de salde publica, além de
habitos deletérios por parte dos acometidos. O perfil epidemiolégico brasileiro indica uma alta
incidéncia e prevaléncia de cancer em regido de cabecga e pesco¢o, com diminuicdo de sobrevida
e taxa de mortalidade de 20 por 100 mil habitantes, de acordo com registro de Obitos dos
pacientes no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM), sendo estes elementos

norteadores de medidas de controle para a vigilancia epidemioldgica. (2)
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O risco médio nacional estimado de nows casos a cada 100 mil habitantes é de 10,7
para homens e 3,71 para mulheres. Na figura 2, de acordo com o INCA, sem considerar os
tumores de pele ndo melanoma, observa-se a frequéncia do céncer oral em relagdo a outros

canceres e sua estimativa para cada 100 mil habitantes, por regibes e por género. (2)

Homens Mulheres
Estado Estimativa | Frequéncia* . . Estado Estimativa | Frequéncia*
* * * *
Sudeste 13,58 50 Sudeste 4,12 130
C. Oeste 8,94 50 C. Oeste 2,90 130
Nordest Nordest
7,65 50 3,75 110
e e
Sul 13,32 60 Sul 4,08 140
Norte 3,98 60 Norte 1,69 120

*Estimativa para cada 100.000 habitantes.
** Frequéncia em relacdo a outros tipos de canceres.

Figura 2. Frequéncia do cancer oral em relagdo a outros canceres (sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma) e estimativa do nimero de casos de cancer de cavidade oral para cada 100
mil habitantes por regies e género, para o ano de 2020. [ADAPTADO de Brasil, Ministério da
Salde. Tipos de céancer [Internet]. Estimativa de Céncer no Brasil. 2021 [cited 2021 Jun 20].
Available  from: https://www.inca.gov.br/publicacoes/liwos/estimativa-2020-incidencia-de-cancer-

no-brasil] (2)

De acordo com os dados do Observatério Global do Cancer (GLOBOCAN) da
Organizacdo Mundial da Salde (OMS), em 2020, dados estatisticos apontam para o surgimento
de 377.713 nows casos de cancer oral em todo o mundo, com 177.757 @bitos, sendo que nos
ultimos 10 anos, a incidéncia desse tipo de tumor ampliou em cerca de 50%.(3)

Na cavidade oral, foram classificados 45 tipos de tumores, e de todos os grupos das
neoplasias malignas orais, o carcinoma de células escamosas (CCE), também conhecido como
carcinoma epidermdide, escamocelular ou espinocelular, representa aproximadamente 94%
dessas malignidades. (1)(2)

Quanto aos fatores de risco que levam ao processo de oncogénese, o etilismo, o
tabagismo, a exposicdo ao virus papiloma humano, a desnutricdo e a imunossupressao estdo
relacionados aos céanceres orais.(1)(2)(4)

Desta forma, varios estudos mostram que a maioria das neoplasias malignas orais esta
relacionada a fatores ambientais, que de forma cumulativa provocam alteragcfes irreversiveis nas
células. Esses fatores podem ser fisicos, quimicos, biolégicos, nutricionais, socioeconémicos e
sociodemograficos, tabela 1.(1)(5)(6)(7)


https://www.inca.gov.br/publicacoes/livros/estimativa-2020-incidencia-de-cancer-no-brasil
https://www.inca.gov.br/publicacoes/livros/estimativa-2020-incidencia-de-cancer-no-brasil
https://gco.iarc.fr/today/home
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Tabela 1. Fatores de risco para carcinoma de células escamosas oral.(1)(5)(6)(7)

1. Radiagdo (Ultravioleta, Raio X)

Fisicos
. Trauma crdnico (Protético)
. Tabagismo
Quimicos . Etilismo
. Agentes fenadlicos
. Virus HPV-16 e HPV-18 (70% dos casos)
Biolégicos . Virus Epstein—Barr (herpesvirus humano 4)

. Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

. ) . Deficiéncia de vitamina A
Nutricionais . )
. Habitos alimentares

. Obesidade

. |dade avancada

. Sexo masculino

2
1
2
3
1
2
3
1. Deficiéncia de ferro
2
3
4
1
Sociodemogréaficos 2
3

. Acesso aos seni¢os de saude

O sistema estomatognatico possui uma complexa anatomia funcional e, dentre todas as
suas estruturas, achados clinicos mostram que o carcinoma de células escamosas pode acometer
gualquer sitio da cavidade oral e, de acordo com a sua localizagcdo, o comportamento clinico pode

variar. H4 uma predominéncia de tumores em lingua e assoalho bucal (figura 3), apresentando-se

como uma lesdo ulcerativa infiltrada, com predilecdo por homens acima dos 40 anos de
idade.(1)(6)

Figura 3. CCE oral (A) Lesé@o cronicamente ulcerada na superficie ventral direita da lingua. (B)
CCE oral, aumento de wolume exofitico ulcerado em assoalho bucal.(1)

As lesdes tumorais tém aspectos clinicos variaweis, apresentando-se ora como uma
lesdo exofitica com superficie ulcerada, papilar ou verruciforme, com aumento de wolume nodular,

ora como endofitica com maior padrdo de invasdo de tecidos adjacentes, inclusive tecidos
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perineurais, que ao serem atingidos podem levar a sintomatologia dolorosa. A invasdo do CCE
oral para tecidos 6sseos ewlui com destruicdo do arcabougo tecidual, evidenciada por achados
radiograficos com imagens radiolucidas e limites imprecisos, definidas como “roido de traga”.(1)
Quanto a sua coloracdo, a lesdo pode apresentar-se esbranquicada (leucoplasica),
avermelhada (eritropldsica) ou a combinagdo de ambas, eritroleucoplésica, a depender do grau de

ceratinizacdo e vascularizacdo da regido afetada. Além disso, podem ser observadas lesdes

ulceradas, hemorragicas ou necrosadas e as com infeccdo sobreposta, que dao coloracdes
diferentes — figura 4.(1)(5)(6)(9)

Figura 4. A: CCE em lingua, lesdo com necrose , B: CCE em lingua, leséo eritroplasica.(9)

Em relacdo ao aspecto histopatol6gico, pode-se observar invasdo e extensdo irregular
do epitélio tumoral para além da membrana basal, para o estroma. Podem ser encontradas células
tumorais individuais, em cordBes ou ilhas, com pleomorfismo celular e nuclear, citoplasma
eosinofilico e hipercromatismo nuclear, tornando-se entidades independentes no interior do tecido,

sem adesdo ao epitélio da superficie (figura 5).(1)(9)(10)

* e’
S BN

Figura 5. CCE — Histopatologico A: Células tumorais invadindo o estroma. B: Células epiteliais
malignas com formacdo de ilhas, além de disceratose. C: Células epiteliais malignas em formacgéao
de corddes. D: Células epiteliais malignas com pérolas de ceratina. E: Multiplas mitoses e nlcleos
hipercromaticos. F: Nucleos aumentados. (10)
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Quanto a gradacdo histolégica, os tumores pouco diferenciados tém pior prognéstico,
sd0 mais agressivos e s&0 menos sensiveis a radioterapia do que tumores de grau
moderadamente ou bem diferenciados. Pelo estudo histopatoldgico, a Organizacdo Mundial da

Salde - OMS classificaos CCE em 03 categorias, conforme mostra tabela 2.(11)(12)(13)(14)

Tabela 2. Classificagdo da gradacdo tumoral.(11)(13)(14)

Gradacdo Histolégica — OMS

Parametros Caracteristicas
) _ 1. Predominio de células imaturas, Minima ceratinizag&o
Pouco diferenciado i _ _
2. Numerosas mitoses tipicas e atipicas
) ) 1. Certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade mitotica
Moderadamente diferenciado _
2. Pouca ceratinizagéo
Bem diferenciado 1. Arquitetura tecidual semelhante ao padréo epitelial normal

As lesBes tumorais malignas também sé&o avaliadas de acordo com seu estadiamento,

sendo feito pelo sistema TNM, conforme tabela 3.(1)(12)

Tabela 3. Sistema de estadiamento Tumor — Linfonodos — Metastase (TNM) para cancer oral.(12)

Tamanho e maxima penetragdo tumoral (T)

Tl  Tumor <2 cm com PI (profundidade da invasdo, ndo espessura do tumor) <5 mm

T2  Tumor £2 cm com Pl > 5 mm OU tumor >2cme <4 cmcom Pl <10 mm

T3  Tumor >2cme <4 cmcom Pl>10 mm OU tumor >4 cm com Pl <10 mm

T4a Doenca local moderadamente avangada
Cavidade oral: tumor > 4 cm com Pl > 10 mm OU tumor que invade apenas estruturas
adjacentes (p. ex., ao longo do osso cortical da mandibula ou maxila, ou que enwlve o
seio maxilar ou a pele da face).
T4b  Doenca local muito avancada. O tumor invade o espago mastigatério, placas pterigoides
ou a base do crénio e/ou enwlve a artéria carétida interna.
Linfonodo regional (N)

N1 Metastases em um unico linfonodo ipsilateral, <3 cm e sem extensdo extranodal.

N2  Metastases em um Unico linfonodo ipsilateral > 3 cm, mas < 6 cm e sem extensao
extranodal; OU em multiplos nédulos ipsilaterais < 6 cm e sem extensdo extranodal; OU
em linfonodos bilaterais ou contralaterais < 6 cm e sem extensdo extranodal.

N3  Metastase em 1 linfonodo > 6 cm e sem extens&o extranodal.

Metéastase a distancia (M)

MO  Nenhuma metastase a distancia

M1 Metastase a distancia

Quando ha disseminacdo de tecido tumoral pelo sistema linfatico ou circulatério

locorregional de cabega e pescogo para tecidos adjacentes, ha risco maior de metastase para
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outros orgdos, e pela ewlucdo da histéria natural da doenca, menores taxas de
sobrevida.(1)(13)(14)(15)

Apbs tratamento inicial e a remissao tumoral, as recidivas sdo um indicativo de falha, que
ocorre devido as células cancerigenas sobreviverem ao tratamento, ndo sendo destruidas. Cerca
de 90% das recidivas ocorrem no primeiro ano de acompanhamento dos pacientes com CCE oral,
e nos casos de tumores primarios em fase Ill e IV, a ocorréncia de tumores secundarios chega a
45%. (14)(15)

Nas fases iniciais da doenca, o CCE oral apresenta-se assintomatico, e por isso, é
comum o diagnostico ser dado em estagios avancados, o que interfere na ewlugcdo da doenca. Os
prognésticos mais faworaweis ocorrem quando o diagndstico € feito em estagios iniciais,
possibilitando tratamentos menos agressivos, menores comorbidades, sequelas, recidivas e
Obitos. A tabela 4 mostra a classificagdo dos estagios segundo o sistema TNM e o percentual de
sobrevida relativa a 5 anos, para cancer de cavidade oral e labio. A sobrevida é maior que 50%

nos estagios iniciais quando comparada com os estégios avangados.(1)(14)(15)

Tabela 4. Categorias de Estadiamento Clinico TNM para CCE oral.(1)

Estagio Classificagcdo TNM Taxa de sobrevida de 5 anos

Cavidade oral Labio

| T1, NO, MO 68% 83%

I T2, NO, MO 53% 73%

Il T3, NO, MO ou T1, T2 ou T3, N1, MO 41% 62%

\Y]

IVA T4a NO ou N1, MO ou T1, T2, T3 ou T4a, N2,

MO 27% 47%

IVB Qualquer T, N3, MO ou T4b, Qualquer N, MO

IvVC Qualquer lesao M1

Como ja mencionado, além do estadiamento tumoral, o grau histolégico e a expressao
dos biomarcadores disponiveis atualmente, como o p53, pl6é e Ki-67, sdo alguns dos fatores
utilizados para prever o comportamento tumoral e orientar quanto as melhores diretrizes de
tratamento. Contudo ha certas limitagcfes no uso destes biomarcadores disponiveis, pois séo
marcadores genéricos para o cancer, ndo possibilitando necessariamente uma deteccdo precoce
da doenca ou uma predigcdo mais acurada de prognéstico ou resposta a terapia. Portanto, o cancer
oral ainda necessita de marcadores diagnésticos e prognosticos que sejam Uteis no manejo clinico
dos pacientes, possibilitando melhores decis@es clinicas, o que levara a uma melhor qualidade de

vida destes individuos.(16)
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1.2 Epigenética e AlteracGes Pds-Traducionais em Histonas

O céncer oral é caracterizado como uma doenga complexa e multifatorial que apresenta
diversas alteragBes genéticas, como mutacdes em proto-oncogenes, responséweis pelo
crescimento celular, e em genes supressores de tumor, cuja fungdo é controlar a divisdo celular
(17). Também podem ocorrer dele¢cdes, como por exemplo, na regido do cromossomo 8p ou 1p36
em carcinomas de células escamosas orais ou na regido 9p21 e 3pl4 em lesdes pré-malignas.
(18)(19)

Além do processo genético, a epigenética € um outro mecanismo complexo capaz de
desencadear distUrbios e contribuir com a carcinogénese. Esse processo age independente de
modificagdes na sequéncia primaria de DNA, mas ocorre por modificagdo estrutural da dupla fita,
alterando as fases de transcrigdo, tradugdo ou pos-traducado, e seu produto. (20)(21)

As modificacdes epigenéticas podem ser adquiridas entre a interagcdo celular e meio
ambiente. Processos quimicos, fisicos, biolégicos, nutricionais e séciodemograficos podem
desencadear pequenas alteragdes quimicas no DNA ou em proteinas que o envolva, culminando
nas alteragBes epigenéticas que podem ser perpetuadas pela herangca transgeracional nos
processos de divisdo celular. Normalmente os mecanismos epigenéticos sdo rewversiveis, devido a
necessidade do controle dos processos moleculares, contudo em algumas circunstancias, padrbes
de desregulacdo séo registrados, podendo provocar alteragdes estruturais na organizacdo do
DNA, fawrecendo a expressdo ou supressdo de genes essenciais nos processos patolégicos.
(20)(21)(22)

As modificagBes epigenéticas podem ser classificadas em quatro grupos, como mostra a
figura 6: (1) alteragBes covalentes pés-traducionais das histonas, (obsene figura 7, com possiveis
modificagdes incluindo metilagcdo, e as alteracbes nos residuos de aminoacidos que estédo
localizados em posicdes especificas nas caudas das histonas); (2) mecanismos ndo-covalentes;
(3) por acdo de RNA ndo-codantes (agem inibindo ou ativando a expressao génica); e por fim as
modificagdes epigenéticas mais estudadas no cancer oral, (4) metilagdo do DNA, que ocorre nos
promotores de genes como o pl6, MGMT, CDH1, E-cad, DAPK, APC, WRN, EpCAM, SFRP, WIF-
1 e DKK-3, e que geralmente, nesses casos, apresenta-se de forma aberrante.
(21)(22)(23)(24)(25)
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Figura 6. Conformacdo e regulacdo da cromatina. Padrdes estruturais do material genético que
podem ser alterados por modificagcbes em regibes reguladoras, resultando em ativagéo
transcricional ou silenciamento de genes. As modificagdes podem ocorrer em: caudas de
histonas (linhas roxas), nucleossomos (ovais azuis), metilacdo de DNA (pirulitos vermelhos),
RNAs ndéo codificadores (ondas verdes). (24)
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Figura 7. ModificagBes pos-traducionais de histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4)(25)

Vista a diversidade de possibilidades de alteragBes epigenéticas, a fim de delinear esta
pesquisa, serdo descritas com maior énfase as alteragdes pds-traducionais das histonas pelo
processo de metilagdo em residuos de aminoacidos lisina, promovidas pelas enzimas

metiltransferases EHMT1 e EHMT2.
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A extensa fita dupla de DNA, a fim de uma organizacdo estrutural é enowelada em
“carreteis” denominados histonas - figura 8, um processo dindmico que varia com o microambiente
celular e vias de sinalizag&o ativadas. Assim, de acordo com o regime de compactagédo do material
genético, poderdo ocorrer dois processos distintos: transcricdo (regido de eucromatina), ou ndo
transcricdo, pela invabilidade de leitura (regido de heterocromatina). A manutencdo do genoma
depende desta regulacdo, feita por diversas enzimas e complexos proteicos, sendo que a
instabilidade gendmica estd4 ligada a iniciagdo e progressao tumoral. Como exemplo, a
metiltransferase de histona EHMT2, frequentemente superexpressa em tumores soélidos, esta
associada a formacdo de heterocromatina, sendo responsavel pelo silenciamento de genes
responsaweis pela supressdo tumoral, como o TP53, guardido do genoma humano, que regula o
ciclo de células alteradas para que haja reparo de danos ou apoptose, quando o reparo ndo é
possivel.(26)(27)(28)(29)(30)(31)(32)

Colar de contas
(10 nm)

Fibra de 30 nm [
Fibra de 120 nm [

Cromatide
(300 -700 nm

Cromossomo
mitotico
(1400 nm)

Figura 8. Modelo de compactacdo da cromatina. DNA hierarquicamente organizado no interior do
nucleo de células eucaridticas.(29)

ApOs sua organizagdo, a cromatina disposta na forma de cromossomo, tem grande parte
de sua composicédo feita pelas proteinas histonas, que sdo compostas por aminoacidos de carga
positiva. Dentre eles hd os aminoacidos lisinas que podem ser monometilados, dimetilados ou
trimetilados, e os aminoacidos argininas que podem ser monometilados ou dimetilados. A
metilacdo da cauda das histonas pode ser feita em 24 sitios distintos, pelo acréscimo do grupo
metil (CH3) nos (aa) de lisina e arginina - figura 9.(31)(32)(33)(34)
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Figura 9. ModificagGes epigenéticas levam a alteracdo estrutural da cromatina. Adaptado de
Genética: um enfoque conceitual.(33)

Estudos mostram que a desregulacdo de metiltransferases de histonas s&o frequentes
no céancer, mostrando um potencial regulatério que afeta a estrutura da cromatina, que tem,

portanto, padrdes de metilacdo associados a normalidade e a oncogénese. (30)(32)

1.3 As Metiltransferases Proteicas e a Familia EHMT

As proteinas histonas metiltransferases (HMT) catalisam a metilagdo rewersivel de 1, 2
ou 3 grupos metil (CH3) reativos, que estdo ligados a um atomo de enxofre, pertencente a
molécula S-adenosil metionina (SAM) - C15H23N605S+ - (adenosina trifosfato - ATP +
metionina), para residuos de lisina ou arginina no lado nucleofilico da cadeia de proteinas,
especificamente nas histonas H3 e H4. As histonas metiltransferases possuem trés grandes
familias: duas delas metilam residuos de lisina, uma com dominio SET (suppressor-enhancer of
zeste trithorax), e a outra de proteinas DOT1-like. A terceira familia de metiltransferases é
responsavel pela metilacao de argininas, a PRMT (Arginine NMethyltransferase). (34)(35)

As metilacbes das histonas estdo associadas com o silenciamento transcricional ou
ativacdo de genes e mostram-se bastante importantes na formacédo de areas de heterocromatina,
regibes compactadas e inertes a transcricdo, que podem ser constitutivas, como s&o o0s
centromeros e teldbmeros. As metilagbes de lisina nas histonas levam a diferentes estados de
expressao génica. A di- e trimetilacdo das lisinas H3K9, H3K24 e H4K20 levam ao silenciamento
génico enquanto a metilacdo das lisinas H3K4, H3K36 ou H3K79 levam a transcricdo génica.
(31)(32)(34)

As enzimas EHMT sédo da familia de metiltransferases que metilam residuos de lisina e
possuem dominio SET. EHMT1 também denominada GLP, tem papel principal de catalisar a
mono e a dimetilagdo da lisina 9 da histona 3 (H3K9mel e H3K9me2). Em algumas neoplasias
malignas, incluindo CCE de cabeca e pescoco e eséfago, o aumento da expressdo de EHMT1,
parece levar ao silenciamento de supressores tumorais, gerando invaséo tecidual e metastase, e

uma menor taxa de sobrevida, por isto, EHMT1 parece funcionar como preditora de prognostico de


https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/S-Adenosyl_methionine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ehmt2
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tumores malignos. EHMT2 também denominada G9a, tem papel principal de catalisar a mono e
dimetilagdo da lisina 9 da histona 3 (H3K9mel e H3K9me2). Aumento da expressdo da enzima
EHMT2 foi encontrado em varios cénceres e estd enwlido com a proliferacdo e metéstase de
células cancerosas. Aumento da expressdo de EHMT2 também leva a alteracbes em diversas
fungbes celulares no carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o , como a proliferacéo
celular, e também esta correlacionado a uma baixa resposta terapéutica a quimiotergpicos.
(36)(37)(38)(39)(40)(41)

No estudo de Ren A. et al, a inibicdo de EHMT2 lewou a indugcéo de apoptose e autofagia
em duas linhagens de células (Tca8113 e KB) de carcinoma espinocelular oral, concluindo que
EHMT2 pode ser um potencial alvo epigenético para o tratamento do cancer oral. Contudo, este
estudo foi realizado em duas linhagens celulares especificas, do banco de células de Shanghai,
Chinese Academy of Science, necessitando de outros estudos em outros grupos populacionais
que verifiquem padrdes de expressdo e comportamentos dessas enzimas no cancer oral.(40)

O estudo de Saha mostra que EHMT1 e EHMT2, como metiltransferases de H3K9, foram
identificadas com mudltiplas alteragdes, com muitas atividades pré-tumorigénicas, mas algumas
onco-supressoras, mostrando a importancia de se entender melhor o efeito do nivel de metilagcao
na lisina 9 da histona 3 na doenca, além da necessidade de se entender melhor o efeito a curto e
longo prazo de sua inibigdo. (36) Uma nota importante € que poucos sdo os estudos que fazem
referéncias especificas das enzimas metiltransferases EHMT1 e EHMT2 nos tecidos da cavidade
oral e no céancer oral, enzimas estas que parecem estar associadas a fun¢gBes oncogénicas
importantes, como instabilidade cromossémica e crescimento tumoral, mas que também parecem
demonstrar papel antitumoral em alguns cénceres. Por isto, neste estudo buscaremos identificar o

perfil de expressao de EHMT1 e EHMT2 no céncer oral.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ehmt2
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ehmt2
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ehmt2
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epigenetics
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2. JUSTIFICATIVA

O carcinoma de células escamosas de cavidade oral é uma doenca que apresenta
impacto epidemiolégico mundial, com altas taxas de mortalidade e sequelas que geram grandes
morbidades, principalmente quando o diagnostico é tardio, devido em parte, a auséncia do
conhecimento de alvos terapéuticos e marcadores moleculares que possibilitariam uma medicina
de precisao, facilitando e melhorando o diagnostico e o tratamento.

O CCE possui etiologia multifatorial e os exatos mecanismos que levam a estas
alteracdes ndo estdo totalmente esclarecidos. No ambito molecular, estudos apontam
desregulacBes epigenéticas pds-traducionais das histonas, associadas a fun¢g8es oncogénicas, em
diversos tipos de céancer, um achado importante que podera contribuir para elucidar a patogénese,

ewlucao e prognostico do cancer oral.

Até o presente momento, apesar dos achados sobre as enzimas EHMT1 e EHMT2 em
outros canceres, no cancer oral h4 uma extensa lacuna, ainda pouco explorada, sobre as fungfes
destas metiltransferases de proteina.

A relevancia desta pesquisa centra-se na ampliagdo do conhecimento sobre os padrbes
de expressdo dos genes EHMT1 e EHMT2 no céncer oral, visando a aplicabilidade futura na
pratica clinica, como marcador progndstico ou de resposta terapéutica, levando a uma melhor

gualidade de vida destes pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Analisar o perfil de expressdo génica das metiltransferases EHMT1 e EHMT2 em

carcinomas de células escamosas orais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer o perfil de expressdo dos genes EHMT1 e EHMT2, em amostras cirlrgicas
de pacientes com cancer oral e em margens de tecido normal, que podem ter comportamento de
expressdo semelhante ou ndo aos achados de outros estudos em tecidos normais e tumorais de
diversos sitios.

Relacionar o perfil de expressdo génica de EHMT1 e EHMT2 com as caracteristicas dos
pacientes, tais como: idade, género, sitio da lesdo, estadiamento, tratamento, presenca de
metastases e recidiva.

Estabelecer por andlise in silico o perfil de express@o génica de EHMT1 e EHMT2 em

cancer oral, em dados disponiveis nas plataformas de acesso aberto Oncomine.
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4, SUJEITOS E METODOS
4.1 SUJEITOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB (nimero de registro 24/12).

Em uma colaboragdo com o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (HCFMRP-USP), foram obtidas 42 amostras clinicas de tumor e margens, com aprovacao

pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) local sob o nimero de registro 9371/2003.

4.2 METODOS
4.2.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA
Das 40 amostras normais e 42 tumorais coletadas, foi extraido o RNA total para analise
de expressdo dos 02 genes codificadores de metiltrasferases de lisina da familia EHMT. Foi
utilizado o kit Allprep DNA-RNA (Qiagen), para extragdo do RNA total das amostras. Para analise
guantitativa com PCR em tempo real (Real Time qPCR) das amostras, o RNA total foi convertido
em cDNA usando-se o kit Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo protocolos pré-

estabelecidos pelo fabricante.

4.2.2 PCR quantitativa (QPCR)

Cada reacido total foi feita em duplicata e em placas de 96 pocos, utilizando: Agua
ultrapura (2,5uL), MasterMix - Universal Tagman® (Thermo Fisher) (5uL), ensaio inventoriado com
iniciador e sonda Tagman® para cada gene (EHMT1l: Hs00226978 ml; EHMT2:
Hs00198710_m1; B-actina: Hs99999903 m1, Thermo Fisher) (0,5uL), cDNA da amostra (2uL),
totalizando wolume final de 10uL.

Para a reacdo de gPCR, os ciclos do termociclador StepOnePlus™ foram: desnaturagcao
inicial a 95°C — 10 minutos; seguido de 40 ciclos de: desnaturagcdo a 95°C — 15 segundos,
anelamento a 60°C - 1 minuto e extensdo final a 72°C - 1 minuto. Assim, a amplificacdo obedece a
formula f (n) = 2" tal que n >1. Com n = 40, sera gerado um total de copias superior a 2 trilhdes do

segmento alvo do cDNA.

4.2.3 Calculo da quantificacéo relativa dos genes e analise estatistica
Para quantificacao relativa (QR) foi utilizada a mediana das 09 amostras normais para
senir como referéncia.

O intuito de determinar as médias dos Ciclos de quantificagdo (Cq) das amostras para 0s
genes EHMT foi para calcular e normalizar os valores brutos, por subtracdo do valor do Cq do
gene endogeno (B-actina) amplificado juntamente, gerando o valor ACq (Cq gene em estudo — Cq
gene enddgeno).

O ACqg de cada paciente foi subtraido do ACq da referéncia utilizada (mediana das
amostras normais), levando ao valor AACq. A quantificagdo relativa (QR) do gene de interesse,

normalizada com a B-actina e relativa as amostras normais, foi calculada pela férmula 2-24Cq,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ehmt2

27

Com a obtencéo do valor da QR final foi feita a analise estatistica utilizando-se o teste de
Mann-Whitney unicaudal para amostras independentes e o teste exato de Fisher na analise de
contingéncia dos parametros clinicos, com o programa GraphPad Prism® wersdo 7.03. O teste
utiizado para cada andlise foi especificado na apresentacdo dos resultados. A significancia

estatistica foi definida como p < 0,05, representando uma confiabilidade de 95% da analise.

4.2.4 Pesquisa In Silico
Uma comparacdo entre a analise in silico e os nossos resultados experimentais foi
realizada. Para andlise in silico foi utilizada a plataforma de acesso aberto Oncomine da Thermo
Fisher Scientific (https://www.oncomine.org), que disponibiliza dados de experimentos de alto
rendimento, junto a ferramentas de bioinformatica para as andlises de informac8es, como dados

de expressdo génica em tumores e seus respectivos tecidos normais.

Foi aplicado o filtro de busca: genes EHMT1 e EHMT2; analise diferencial - cancer versus
tecido normal; tipo de céncer: carcinoma de células escamosas orais; e valor de p < 0,05. Esta
plataforma, diferentes de varias outras, permite uma busca de forma restrita ao cancer oral e ndo

apenas para o heterogéneo grupo de cancer de cabeca e pescogo.


https://www.oncomine.org/
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5. RESULTADOS

5.1 Expressdo dos genes EHMT1 e EHMT2 em amostras tumorais e normais

Seguindo critérios de elegibilidade, foram excluidas da pesquisa 31 das 40 amostras
normais, devido expressdo significativamente baixa do gene endégeno B -Actina, por causa de
degradacéo.

A expressdo génica de EHMT1 e EHMT2 foi realizada utilizando o campo amostral de 42
amostras tumorais e 9 amostras normais como grupo controle. Os resultados obtidos com a
gquantificacdo relativa, mostrou expressdo génica diminuida de EHMT1 (p=0.0407) e EHMT2

(p=0.0560) (gréfico 1) nas amostras tumorais em relagdo ao grupo controle.
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Grafico 1. Expressdo de EHMT1 e EHMT2 em amostras normais e tumorais de cancer oral.
(Teste estatistico de Mann-Whitney)

5.2 Dados clinicos dos pacientes com cancer de oral

Dos 42 pacientes com cancer oral do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP), 38 sdo do sexo masculino e 04 sdo do sexo feminino, tabela 5.

Em relacdo a idade, 31 pacientes estdo abaixo dos 60 anos de vida, distribuidos nas
seguintes faixas etarias (entre 31 e 40 anos — 03 pacientes, entre 41 e 50 anos — 10 pacientes,
entre 51 e 60 anos — 18 pacientes). Acima dos 60 anos de Vida, ha 11 pacientes, distribuidos nas
seguintes faixas etarias (entre 61 e 70 anos — 07 pacientes, entre 71 e 80 anos — 03 pacientes e
entre 81 e 90 anos — 01 paciente), tabela 5.

Quanto ao sitio anatdémico, nota-se que as regides de lingua e assoalho da cavidade oral

sdo as mais frequentes para o cancer oral, representando 86% de todos os casos, tabela 5.
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A avaliagdo dos pacientes quanto ao sistema TNM, recidiva e Obitos resultou em:

. 05 pacientes apresentaram T1: Desses, 03 pacientes apresentaram recidiva, 02
pacientes ewoluiram para metastase e 02 pacientes foram a 6ébito.

. 11 pacientes apresentaram T2: Desses, 04 pacientes apresentaram recidiva, 02
pacientes ewluiram para metastase e 04 pacientes foram a 6ébito.

. 02 pacientes apresentaram T3: Os 02 pacientes apresentaram recidiva e metastase e 01
paciente foi a 6bito.

o 10 pacientes apresentaram T4: Desses, 06 pacientes apresentaram recidiva, 04
pacientes foram a 6bito.

O tratamento do cancer oral pode ser feito por cirurgia, quimioterapia, radioterapia e, em
muitos casos, com combinacdo de mais de uma modalidade. Neste estudo, os dados relativos ao
tratamento mostraram: 15 casos tratados por cirurgia apenas; 18 casos por associacdo de cirurgia
e radioterapia; e 09 casos por associacdo de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, o que culminou
em 05, 09 e 05 obitos respectivamente, apds os tratamentos aplicados, tabela 5.

Em relacdo ao reaparecimento da doenca, apds certo periodo de remissdo, dos 42
pacientes, 19 apresentaram recidiva. E para os casos de formacédo de uma lesdo tumoral em local

distante do cancer primério em cavidade oral, foram constatados 05 casos de metastase, tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com CCE oral.

Caracteristicas Frequéncia

Absoluta  Percentual

Sexo Masgglino 38 90,5%

Feminino 04 9,5%

Idade = 60 anos 11 26,1%

<60 anos 31 73,9%

Lingua 17 40,5%

Localizagao Assoglho 18 42,8%

Gengiva 03 07%

Outros 04 9,5%

T1 05 11,9%

. T2 11 26,2%
Estadiamento ’

Patolégico T3 02 4,8%

T4 10 23,8%

SEM DADOS 14 33,3%

Apenas Cirurgia 15 35,7%

Tratamento Cirurgia e Radioterapia 18 42,9%

Cirurgia, Radioterapia e Quimioterapia 09 21,4%

Sim 19 45,2%

Recidiva Nao 10 23,9%

SEM DADOS 13 30,9%

Sim 05 11,9%

Metastase Nao 04 9,5%

SEM DADOS 33 78,6%
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5.3 Associacdo dos dados clinicos com a expressdao de EHMT1 e EHMT2

Os dados clinicos colhidos em anamnese sdo importantes para associacdo destas
caracteristicas com a expressdao génica de EHMT1 e EHMT2, podendo contribuir para a
compreensdo da carcinogénese oral. Foi realizada andlise de comparacdo de expresséo para
cada varidwel clinica estratificada em dois grupos: idade, estadiamento, recidiva e metastase

utilizando o teste de Mann Whitney. Nao houve significancia estatisticaem nenhuma andlise.

5.4 Analise de contingéncia

Para a andlise de contingéncia, as amostras foram estratificadas de acordo com o nivel de
expressao em relagdo a mediana do grupo tumoral, em amostras com alta ou baixa expresséo.

Utilizando o teste de Fischer, avaliou-se se as propor¢des observadas diferem das
hipotetizadas para amostras de alta e baixa expressdo e as varidweis clinicas: idade, TNM,
recidiva e metastase. Nao foi obtida significancia estatistica para estas andlises, contudo a andlise
descritiva dos dados brutos (expressdo de EHMT1 em relacdo a idade e estadiamento; e
expressdao de EHMT2 em relagcdo a metastase, recidiva e estadiamento) sugere uma associagao
do comportamento de expressédo destes genes com dados clinicos que estdo de acordo com a

literatura, resultados estes que necessitam de mais estudos para confirmagéo (tabela 6).

Tabela 6. Andlise de contingéncia dos dados clinicos para as amostras com alta e baixa
expressao dos genes EHMT1 e EHMT2

L Baixa Alta Valor de p
Variaveisclinicas ~ ~
expressdo expressdo
Abaixo de 60 17 13
Idade i 0.305
Acima 60 04 08
g Abaixo de T3 09 07
L TNM Igual ou 0.264
w g 03 09
Acima de T3
Recidiva e Sim 10 10
0.725
Metastase Nao 07 05
Variaveisclinicas Balxa~ Alta = Valorde p
expressdo expressdo
Abaixo de 60 14 11
Idade 0.764
Acima 60 11 07
g Abaixo de T3 09 07
L TNM Igual ou 0.276
w _ 04 08
Acima de T3
Recidiva e Sim 04 16
i _ 0.052
Metastase Nao 07 05

Dados néo disponiveis foram excluidos para o teste estatistico.
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5.5 Analise in silico

Com o intuito de explorar dados de repositérios online, oriundos de experimentos como
microarranjo de cDNA, em amostras de cancer de cavidade oral e respectivos tecidos normais, foi
acessada a plataforma OncoMine, com o filtro de busca ja descrito em métodos, onde foram
encontrados dois estudos para EHMT1 e EHMT2.

O primeiro dos estudos avalia o nivel de expressdo de EHMT1 e EHMT2 em 22 amostras
normais e 57 amostras tumorais em carcinoma de células escamosas em cavidade oral, grafico 2.
Com os dados deste estudo, o resultado encontrado para EHMTL1 foi uma hiperexpressao nas
amostras tumorais. Ja para EHMT2 as amostras tumorais apresentaram hipoexpressdo do gene,
em relagdo ao grupo controle. (42)

EHMT 1 EHMT 2
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Gréfico 2. Expressdo de EHMT1 e EHMT2 em CCE oral. (N= 22, T= 57).(42)

Na analise com dados do segundo estudo, a avaliagdo do nivel de expressdo de EHMT1 e EHMT2
foi realizada em 4 amostras normais e 16 amostras tumorais - carcinoma de células escamosas
em cavidade oral, gréfico 3. O resultado encontrado para EHMT1 e EHMT2 foi de expressao
significativamente maior nas amostras tumorais. (43)
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Grafico 3. Expressdo de EHMT1 e EHMT2 em CCE oral. (N= 4, T= 16). (43)
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6. DISCUSSAO

Um entendimento bem estabelecido é de que as metiltransferases EHMT1 e EHMT2
hiperexpressas reprimem a expressdo de supressores tumorais, e dessa forma a alta expressao
de EHMT1 e EHMT2 no céncer pode levar a desregulacdo do ciclo celular com proliferacdo e
invasdo de células tumorais, além de prognésticos desfavorawveis caracterizados por recidivas,
metastases e baixa sobrevida dos pacientes. Portanto, dentre as varias rotas de regulagcdo da
oncogénese, EHMT1 e EHMT2 parecem ser reguladores epigenéticos indispensaweis. Apesar da
familia EHMT estar bem caracterizada e predominantemente hiperexpressa em diversos canceres,
inclusive no grupo de cancer de cabeca e pescogo, no cancer oral quase nao ha estudos definindo
0s seus mecanismos de acgdo e regulagdo. (36)(37)(38)(39)(41)

Para EHMT1 nao foram detectados estudos em cancer oral, jA para EHMT2, Ren A. et
al. descreve que a inibicdo de G9a ou EHMT2 reduz o crescimento e proliferagcdo celular, além de
induzir células de carcinoma espinocelular oral a apoptose e autofagia. Este estudo de Ren A. et
al. foi realizado em linhagens de células (Tca8113 e KB) de carcinoma espinocelular oral, portanto
ha uma limitagédo e necessidade de estudos com amostras clinicas de cancer oral.(40)

Esta pesquisa, contou com 42 espécimes de carcinoma de células escamosas
exclusivos da cavidade oral, sendo 90,5% das amostras representadas pelo género masculino. O
estadiamento no momento do diagnéstico mostrou 11,9% dos pacientes classificados em estagio
patolégico T1, 26,2% em estagio T2, 4,8% em estagio T3 e 23,8% em estagio T4. Além disso,
33% dos pacientes nao apresentaram dados disponiveis, fator limitante para uma compreensao
mais exata dessa distribuicdo. Esses achados confirmam os dados epidemiolégicos e clinicos ja
descrito pela literatura, inclusive pelo Ministério da Saude e por NEVILLE 2016.(1)(2)

Interessantemente, o nivel de expressdo génica de EHMT1 nas 42 amostras tumorais
deste estudo, apresentou-se diminuida nas amostras tumorais, em relagdo ao grupo controle.

Essa hipoexpressao génica de EHMT1 nas amostras clinicas tumorais resultou em dados
conflitantes com os achados na literatura, pois algumas pesquisas identificaram hiperexpresséo de
EHMT1 e EHMT2, associada a inibicdo de supressores tumorais, no cancer oral e de cabeca e
pescoco. Contudo, a andlise in silico também apresentou resultados discrepantes aos encontrados
na literatura, para EHMT2, que revelou hipoexpressdo nas amostras tumorais, demonstrando
possivel heterogeneidade dessas enzimas metiltransferases no céancer oral, assim como ja foi
demonstrado em outros céanceres. (36)(42)(43)(44)

Na analise in silico, realizada para cancer de cabeca e pescoco com 148 amostras
tumorais e 55 amostras normais (dados ndo apresentados), EHMT1 ndo apresentou diferenca
significativa entre as amostras tumorais e as do grupo controle, corroborando com o entendimento
de que ha de fato um perfil de heterogeneidade dessas enzimas metiltransferases (44). Além
disso, ao se avaliar a curva de sobrevida in silico, usando-se o nivel de expressao de EHMT1 ou
EHMT2 com a probabilidade de sobrevivencia dos pacientes com céncer de cabec¢a e pescocgo,
nao houwe significAncia estatistica para ambos os genes. Dessa forma, embora mais estudos
sejam necessarios, esses genes nao parecem, por si sO, exercer um papel decisivo na

carcinogénese oral e de cabeca e pescoco.(45)
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Liu S. et al. define em seu trabalho que o aumento de expressdo de EHMT2 é essencial
para que ocorra metastase em linfonodos e recorréncia local mediada por transicdo epitelial
mesenquimal (TEM) e repressdao transcricional de Snail e de E-caderina em carcinoma de células
escamosas de cabeca e pesco¢co. No mesmo estudo, Liu S. et al. enfatiza que TEM é necessério
para desenwolvimento embrionario, remodelacdo tecidual e cicatrizacdo. Dessa forma, EHMT2
parece seguir papéis especificos a depender do sitio anatbmico e contexto celular, participando
tanto de atividades fisiolégicas como de patoldgicas, como é o caso do céancer. (37)

No estudo de Li KC. et al. é descrito que a inibicdo de EHMT2 induz a morte celular
autofagica em carcinoma de células escamosas de cabega e pescog¢o, porém no céancer de
prostata e pancreas a inibicdo causa a inducdo de fendtipo senescente, resultados estes que
corroboram com o fato dessas enzimas metiltransferases possuirem heterogeneidade a depender
do contexto e tecido analisados.(41)

Em nosso estudo, ndo encontramos associacdo estatisticamente significativa entre o nivel
de expressdo das duas EHMT e o prognostico (grau de disseminacdo, metastase, recidiva) dos
pacientes com cancer oral. Para a analise de contingéncia, nédo foi obtida significancia estatistica,
contudo a analise descritiva dos dados brutos (expressdo de EHMT1 em relacdo a idade e
estadiamento; e expressdo de EHMT2 em relacdo & metastase, recidiva e estadiamento) sugere
uma associacao do perfil de expressdo destes genes com dados clinicos apontados e que estdo
de acordo com a literatura, resultados estes que necessitam de mais estudos para confirmagéo,
portanto o significado clinico-patolégico da expressdao de EHMT1 e EHMT2 neste tipo de cancer
ainda precisa ser melhor esclarecido.

Desta forma, para determinar a funcdo de EHMT1 e EHMT2 no cancer oral,
esclarecendo a heterogeneidade explicitada pelos resultados do presente estudo, sdo necessarios
estudos complementares com um maior nimero amostral, em grupos populacionais distintos, com
associacao entre os fatores de risco (fisicos, quimicos, biolégicos, nutricionais, sécio-demogréaficos
e socioecondmicos) e associacdo com outras metiltransferases enwlvidas nos processos
oncogénicos, para que se possa entender melhor a variabilidade genética e epigenética que
ocorre de forma dindmica e concomitante e que pode afetar a maneira como estes genes agem no

cancer oral.
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7. CONCLUSAO

A expressdo aberrante, e elevada na maioria dos casos, de EHMT1 e EHMT2 esta
associada a promocao de fenétipo maligno em cénceres de mama, prostata, pulmdo, figado e
cancer de cabeca e pescog¢o, havendo poucas pesquisas focadas na expressdo de EHMT1 e
EHMT2 no céncer oral.

Uma werificagcdo muito importante em relacdo a expressdo das enzimas metiltransferases
EHMT1 e EHMT2, ap6s confrontar dados da pesquisa, literatura e achados in silico, foi de que as
enzimas parecem obedecer a padrdes distintos a depender do tecido analisado, contexto celular,
etnia dos pacientes, estagio individual do céancer, mostrando heterogeneidade na expressao
génica.

No nosso estudo, a expressdao de EHMT1 apresentou-se diminuida no céancer oral,
achados contrarios aos da nossa analise in silico e aos desfechos de outras pesquisas, inclusive
de trabalhos com espécimes tumorais de cabeca e pescoco. Além disso, na andlise in silico,
EHMT2 se mostrou hipoexpresso no cancer oral. Estes resultados conflitantes d&o indicios de que
EHMT1 e EHMT2, com seus mdltiplos papeis, tanto na normalidade (ciclo celular, replicacao,
reparo e regulacdo do material genético) quanto na doenga (proliferacdo celular descontrolada,
transicdo epitelial-mesenquimal, plasticidade celular, resisténcia a terapia, angiogénese), podem
ter niveis de expressao variados, a depender de tecidos, idade, género, etnia, estagio individual do
cancer, grau do tumor, metastase e contextos celulares, o que precisa ser melhor investigado e
esclarecido.

As limitagdes desta pesquisa enwlvem um nimero reduzido de pacientes, degradagéo
de amostras do grupo controle, que foram excluidas do estudo, e auséncia de prontuarios com
descricdo completa dos dados e da ewlucéo clinica dos enfermos. A principal contribuicdo deste
trabalho foi evidenciar, pela metodologia proposta, a expressdo diminuida de EHMT1 nas
amostras de cancer de cavidade oral em relagdo ao grupo controle.

Para determinar a funcdo de EHMT1 e EHMT2 no céncer oral, sdo necessarios estudos
complementares com um maior ndmero amostral, em grupos populacionais distintos, com
associacdo dos fatores de risco, gerando informagdes que aprimorem o prognostico, a tomada de

decisao clinica e deliberacdo de tratamentos
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