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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estudar e comparar a expressao
imuno-histoquimica das proteinas DNA metiltransferases (DNMT1 e
DNMT?3a), histona acetiltransferase (HAT1) e histona desacetilases
(HDACI1 e HDAC2) em epitélio de revestimento nao-neopléasico (ERNN)
adjacente as areas de carcinoma de células escamosas de labio (CEL) de
maneira a verificar a expressdo dessas enzimas e a relagdo com o
desenvolvimento do tumor maligno de labio. Assim, 10 casos foram
submetidos a reagdes de imuno-histoquimica pelo método da
streptavidina-biotina-peroxidase, utilizando os anticorpos anti-DNMT],
anti-DNMT3a, anti-HDACI1, anti-HDAC2 e anti-HAT1 e posterior
captura de seis campos consecutivos da regido do ERNN, apods
determinagdo dos limites do CEL, sob aumento de 400x, em microscopio
acoplado a um sistema de captura digital. A avaliagdo da expressdo
nuclear se deu pela contagem manual dos nticleos corados em marrom
(positivos) e azul (negativos), por meio do software Imagel, posterior
estabelecimento da propor¢do das células positivas para cada amostra e
comparagao por meio dos testes de Comparagdo Multipla Kruskal-Wallis
e Coeficiente de Correlacdo de Spearman. Os resultados denotam existir
diferenca significativa (p<0,05) no percentual de imunopositividade entre
a expressdo da enzima DNMT3a com as proteinas HAT1, HDACI,
HDAC2 e DNMT1. Também foi possivel encontrar forte correlagao entre
HDAC2 e DNMT1 (r=0,72; P=0,0369). Nao obstante a inviabilidade de
obten¢do de maior nimero amostral, sugere-se que o ERNN ¢ um tecido
que, apesar de ndo conter caracteristicas morfoldgicas sugestivas de
malignizagdo, ja expressa padrdes de imunopositividade de proteinas
envolvidas em mecanismos de alteracdo epigenética semelhantes ao de
neoplasias de 1abio, podendo assim estar condicionado ao processo de
fotocarcinogénese.

Palavras-chave: DNA metiltransferases, Histonas desacetilases,
Histonas acetiltranferases, Carcinoma de células escamosas de labio,
Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the proteins DNA methyltransferase
(DNMT1 and DNMT3a), histone acetyltransferase (HAT1) and histone
deacetylase (HDAC1 and HDAC2) immunohistochemical expression in
non-neoplastic epithelium (NNE) adjacent to areas of lip squamous cell
carcinoma in order to evaluate the expression of those enzymes and relate
the results with carcinogenesis. Ten (10) cases of NNE were selected for
immunohistochemical investigation. The enzymes were detected through
the streptavidin-biotin-peroxidase, and incubated with anti-DNMT]I
antibody, anti-DNMT3a, anti-HDACI, anti-HDAC2 and anti-HAT1. For
each sample, a minimum of 400 cells were manually counted with the
software [mageJ in six consecutive fields, at a magnification of 400x,
captured with a light microscope bound to a digital image system,
obtaining the positive (brown) and negative (blue) proportion of the
enzymes nuclear expression. Statistical comparisons were analyzed by
Kruskal-Wallis test and Spearman’s correlation test. The differences
between the immunopositivity found of enzyme DNMT3 with HATI,
HDACI1, HDAC2 and DNMT1 were statistically significant (p<0,05).
Also, the strong correlation observed among HDAC2 and DNMTI
(r=0,72; P=0,0369) was statistically significant. Despite the limited
sample collected, it is suggested that the NNE represents a tissue that
already expresses immunopositivity patterns of proteins related to
processes of epigenetic alterations similar to the ones found in lip
neoplasia.

Keywords: DNA methyltransferase, Histone deacetylase, Histone
acetyltranferase, Lip squamous cell carcinoma, Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A epigenética ¢ um campo da ciéncia que vem sendo desenovelado
com afinco e por considerdvel numero de pesquisadores, visto a
promissoridade de novos tratamentos, curativos ou preventivos, baseados
na premissa desta area: o estudo da regulacdo da expressao génica a partir
de alteragdes no DNA ndo relacionadas a mudangas na sequéncia de
nucleotideos, portanto reversiveis e herdaveis durante a divisdo celular
(Portela e Esteller, 2010; Weichert, 2009; Feinberg e Tycko, 2004; Yoo e
Jones, 2006; Kanwal; Gupta, 2011).

O codigo genético humano € compilado no nucleo de células
eucariontes na forma de cromatina, cuja unidade basica € o nucleossomo.
Este, por sua vez, ¢ formado por dupla cadeia de DNA enroladas por
quatro pares de proteinas, as histonas (Luger et al., 1997). Proteinas com
agdo enzimatica associadas as histonas, como as histona acetiltranferases
(HATs) e as histona desacetilases (HDAC), podem influenciar a
transcricdo do DNA, uma vez que o equilibrio entre a acetilagdo e
desacetilagdo das mesmas também esta relacionado com a transcrigao
génica e repressdo deste processo, respectivamente (Yoo e Jones, 2006;
Marmorstein e Trievel, 2009), assim como as proteinas DNA
metiltransferases (DNMTs) que promovem a metilagdo génica, sem
envolver a alteracdo da sequéncia primaria das bases de nucleotideos do
DNA (Baylin, 2002; Jones e Baylin, 2002).

Enquanto as HATs promovem a acetilacdo das proteinas histonas
catalisando a transferéncia de um grupamento acetil para os residuos de
lisina das histonas, o que neutraliza as suas cargas e diminui sua atragao
com o DNA permitindo dessa forma o processo de transcri¢do, as HDACs
removem o grupamento acetil dos residuos de lisina agindo de forma
contraria, portanto colaborando para o silenciamento do gene (Ropero e
Esteller, 2007; Min et al., 2012). Esta fungdo esta associada a diferentes
processos que incluem a progressdo do ciclo celular, as conformagdes
cromossdmicas, a recombinagdo e reparo do DNA e a apoptose (Chrun;
Modolo; Daniel, 2017).

Por sua vez, a metilacdo resultante da acdo das DNMTs consiste
na adic@o reversivel de um grupamento metil (CH3) no carbono 5 de um
anel citosina nas ilhas CpG do DNA, gerando uma interferéncia na
conformagdo da cromatina e, assim, a repressdo transcricional de certos
genes, como os responsaveis pela regulagdo da expressdo génica, controle
de desenvolvimento e diferenciagdo celular, modificagdo da cromatina,
preservacdo da integridade do cromossomo, controle de imprinting
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gendmico, silenciamento de retrovirus endogenos e inativagdo do
cromossomo X (Egger et al., 2004; Hermann; Gowher; Jeltsch, 2004).

Ha hipotese na literatura sobre um complexo correpressor existente
entre HDAC:s e fragcdes de DNA metilado que reforca a participagdo dessa
enzima na repressdo transcricional (Ruijter et al., 2003; Daniel et al.,
2010). E provavel que o complexo Sin3/HDAC seja recrutado para
realizar o silenciamento do gene, uma vez que essa associacdo de
proteinas interage com MeCP2 ligado a sitios CpG metilados. Assim,
reitera-se a relevancia da influéncia das HDACs nos processos que
regulam a diferenciagdo e proliferagdo celular (Grigat et al., 2012).

Diversos estudos tém sido realizados quanto a expressdo dessas
proteinas (HAT, HDAC e DNMTs) em diferentes neoplasias malignas em
humanos, visando principalmente a elucidacdo das vias de atuagdo e dos
produtos resultantes de tais alteracdes na expressao dos genes com foco
no papel das mesmas no processo de malignizacdo de lesdes
potencialmente cancerizaveis (Robertson et al, 1999; Krusche et al,
2005; Nakagawa et al., 2007; Chang et al., 2009; Hayashi et al., 2010;
Gruhn et al., 2013; Giaginis et al., 2014; Lee et al., 2014; Yang et al.,
2015).

Simultaneamente, ensaios clinicos com variados inibidores de
HDAC (HDAC:I) para investigar o uso como drogas antitumorais estdo
em andamento (Marks e Xu, 2009). H4 evidéncias de que a inibigao
combinada de HDAC1 ¢ HDAC2 em diferentes tipos celulares levou a
diminui¢do na proliferacdo e aumento da apoptose de células neoplasicas,
fato este que reforca a relevancia do estudo da aplicagdo dos inibidores
destas proteinas como possiveis alternativas para o tratamento
antitumoral (Jurkin et al., 2011). A combinacdo da terapia com inibidores
de DNMT (DNMTi) € apresentada como uma estratégia promissora, uma
vez que mediante uma desmetilagdo decorrente do uso de baixas doses de
DNMTI, o uso de HDAC: atua sinergicamente na re-expressdao do gene
silenciado (Cameron ef al., 1999).

O Brasil apresenta uma das mais expressivas taxas de incidéncia
de carcinoma epidermoide bucal do mundo, sendo este correspondente a
90 a 95% dos casos de neoplasias malignas da boca (Dedivitis et al., 2004;
Daher, Pereira e Oliveira, 2008). O carcinoma de células escamosas de
labio (CEL) corresponde a 30% dos tumores malignos de boca em regides
tropicais (Kornevs et al., 2005).

Sabe-se que as consequéncias epiteliais da exposi¢do excessiva a
radiagdo ultravioleta (UV), alteragdes fenotipicas e genotipicas, algumas
potencialmente malignas (como a displasia epitelial), estdo associadas a
um aumento do risco para desenvolvimento do CEL, representando um
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relevante fator de risco para o cancer, segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) para os anos 2018/2019 (Dos Santos et al., 2003;
BRASIL, 2018). Dado preocupante a populacao brasileira que se encontra
em regido tropical com elevada incidéncia de radiagdo UV, especialmente
a parcela cuja ocupacgdo profissional, seja no meio rural ou urbano,
envolva exposi¢do solar constante (Sena et al., 2010; Prado e Passarelli,
2009).

Esse tipo de radiag@o possui propriedades capazes de interferir no
bom funcionamento dos processos bioldgicos e tem sido comprovado que
pode levar também a modificagdes epigenéticas que corroboram com a
inicia¢do e/ou progressao da fotocarcinogénese (Gronniger et al., 2010).

Apesar de o controle transcricional, resultado de modificagoes
bioquimicas que ndo alteram a sequéncia primaria de nucleotideos do
DNA, jé estar presente nas células e ser um processo essencial para o
correto desenvolvimento tecidual (Daniel ez al., 2010), pouco relato ¢é
encontrado na literatura sobre a expressdo dessas proteinas relacionadas
a alteracdes epigenéticas em epitélio de revestimento ndo-neoplasico
(ERNN) adjacente a regides neoplasicas (Chrun et al., 2017). Este tecido
desperta curiosidade quanto a sua natureza uma vez que pode apresentar
alteracoes displésicas consideradas pré-neoplasicas e, possivelmente,
modificagdes epigenéticas anormais encontradas em tecidos neoplasicos
(Kanwal; Gupta, 2011).

Desta forma, este estudo objetivou investigar a expressdo das
DNMTI1, DNMT3a, HDAC1, HDAC2 e HATI em epitélio de
revestimento nao-neoplasico (ERNN) adjacente as areas de invasdo
tumoral de CEL, de maneira a compreender se essas alteragdes podem
estar relacionadas com o processo de fotocarcinogénese.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Estudar e comparar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas
DNA metiltransferases (DNMT1 e DNMT3a), histona acetiltransferase
(HATTI) e histona desacetilases (HDAC1 e HDAC2) em epitélio de
revestimento ndo-neoplasico adjacente as areas de carcinoma de células
escamosas de labio.

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar a expressdo nuclear das enzimas DNA metiltransferases
(DNMT1 e DNMT3a) em ERNN adjacente as areas de CEL;

- Avaliar a expressdo nuclear das enzimas histona acetiltransferase
(HATT) e histona desacetilases (HDAC1 e HDAC2) em ERNN adjacente
as areas de CEL;

- Comparar e correlacionar a expressdo nuclear das enzimas DNA
metiltransferases (DNMT1 e DNMT3a), histona acetiltranferase (HAT1)
e histona desacetilases (HDAC1 e HDAC2) em ERNN adjacente as areas
de CEL.
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2 METODOLOGIA
2.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo ¢ de carater transversal, descritivo e
exploratorio.

2.2 ASPECTOS LEGAIS E ETICOS

O estudo obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) (pareceres nimeros 1.020.518 e 2.274).

2.3 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

As instalagdes do Laboratorio de Pesquisa do Programa de Pos-
Graduagdo em Odontologia da UFSC serviram para a realizagdo dos
procedimentos histoldgicos, da técnica imuno-histoquimica e de analise
das amostras.

2.4 AMOSTRA

A amostra foi composta por 10 casos que apresentavam epitélio de
revestimento adjacente as areas de carcinoma de células escamosas de
labio (CEL) selecionados, por conveniéncia, do Arquivo do Laboratério
de Patologia Bucal da Universidade Federal de Santa Catarina (LPB-
UFSC) e utilizadas com o consentimento do paciente ou responsavel
mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (ANEXOS A e B), ndo havendo sido selecionadas mais de uma
amostra do mesmo paciente ¢ nenhum deles havia recebido tratamento
quimioterapico ou radioterapico até a coleta do material.

2.5 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Os cortes histologicos obtidos foram corados com Hematoxilina e
Eosina (HE) e analisados simultaneamente por dois examinadores
previamente calibrados que determinaram e confirmaram o diagnostico
de CEL e a presenca de epitélio de revestimento ndo-neoplasico adjacente
(Pindborg et al., 1997, Barnes et al., 2005). Os casos em que houve
discordancia quanto ao diagndstico e inviabilidade da execucdo de reacao
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imuno-histoquimica, pela necessidade de preservagdo do material em
arquivo, foram excluidos da amostra.

Os procedimentos da técnica imuno-histoquimica foram realizados
pelo método streptavidina-biotina-peroxidase para a detec¢do das
proteinas. Os espécimes, previamente fixados em formol a 10% a
temperatura ambiente e emblocados em parafina foram seccionados em
micrétomo a 3um de espessura, para cada antigeno, e estendidos, em
laminas silanizadas, levadas a estufa por 12 horas a 60°C.

Para a desparafinizacdo dos cortes, as ldminas foram mantidas em
estufa por 90 minutos, a 75°C, seguido de 30 minutos em xilol a 60°C e
20 minutos em xilol a temperatura ambiente. Na sequéncia, foi realizada
a reidratagcdo em uma sequéncia decrescente de etanol de cinco passagens
por cinco minutos cada, comegando por 3 banhos em etanol absoluto,
seguida pelo etanol a 95% e etanol a 85%. Logo apds foram realizados
dois banhos de 5 minutos em agua destilada.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi obtido por dois banhos de
20 minutos em H202 a 6% em metanol na propor¢do de 1:3, seguido de
um banho de 5 minutos em Tampao Fosfato (PBS) e uma lavagem de 5
minutos em agua destilada.

Para a recuperacdo antigénica utilizou-se tampao citrato 0,01 M,
pH 6,0, pré-aquecido em banho-maria, por 40 minutos em temperatura
constante de 96°C. Aguardou-se esfriar por 30 minutos e procederam-se
dois banhos de 5 minutos em PBS.

O bloqueio das ligagdes inespecificas foi realizado em solugéo de
leite desnatado a 5% em PBS durante 60 minutos, & temperatura
ambiente, seguidos por mais dois banhos de 5 minutos em PBS.

Cada espécime foi delimitado com caneta hidrofobica (Z-path,
Bancoque, Tailandia) e, entdo, incubado com os anticorpos anti-DNMT1
(IMG261A, diluigdo 1:1500, Imgenex®, San Diego, EUA), anti-
DNMT3a (IMG-268A, diluigdo 1:700, Imgenex®, San Diego, EUA),
anti-HDACI1 (SC7872, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA, dilui¢do
1:200), anti-HDAC2 (SC7899, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA,
diluigdo 1:200) e anti-HAT1 (SC8752, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
EUA, diluigdo 1:500) a 4°C overnight.

Ap6s dois banhos de 5 min em PBS, procedeu-se a utilizagdo do
Kit LSAB (Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA) com anticorpo
secundario biotinilado e complexo estreptavidina-biotina-peroxidase,
seguindo novamente de 2 banhos de 5 minutos em PBS.

Para revelagdo da reacio foi aplicada a solugdo cromodgena
Diaminobenzidina 3,3’ (DAB, Dako Corporation, Carpinteria, CA,
EUA), em cada corte por exatos dois minutos, seguido de banho em agua
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destilada. Todos os espécimes receberam contra coloracdo com
Hematoxilina de Harris.

Foi realizada a remog¢@o de pigmento formolico através da rapida
imersdo das laminas em solucdo aquosa de hidroxido de amoénia a 1% e
lavagem durante dois minutos em dgua corrente. Procedeu-se entdo a
desidratacdo em grade crescente de etanol, 85%, 95% e etanol absoluto,
diafanizagdo com xilol por 40 minutos e montagem das laminulas com
Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

2.6 ANALISE DOS DADOS

Foi avaliada a imunorreatividade nuclear para HDACI, HDAC2,
HATI1, DNMT1 e DNMT3a, nas células epiteliais dos ERNNs adjacentes
as areas tumorais dos CEL. Levando em consideragdo a dificuldade de
obten¢do de uma area extensa de ERNN, seis campos consecutivos para
o ERNN (Figura 1) selecionados apos a determinagdo da area de CEL
foram capturados de cada um dos 10 casos, em aumento de 400X, por
meio de microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) acoplado a um sistema de obtencao de imagens digitais.

Figura 1. Corte histologico observado a olho nu, representando a
marcagdo dos espécimes para captura das fotomicrografias. Delimitagido
da area de carcinoma de células escamosas de labio e de epitélio de
revestimento ndo-neoplasico adjacente (indicado a partir do final da area
de invasdo na direcdo da seta).

Para cada caso, no minimo 400 células foram contadas, sendo a
imunopositividade expressa em porcentagem de nucleos positivos em
relagdo ao numero total de células contadas.
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2.7 CALIBRACAO

Um examinador realizou a contagem de nucleos positivos e
negativos em 15 casos, em 2 momentos, com intervalo de 1 semana,
obtendo-se o Coeficiente de Correlagao Intraclasses (CCI) de 0,86.

Assim, realizou-se a contagem, em cada amostra de ERNN, dos
nucleos positivos e negativos para os anticorpos anti-DNMTI, anti-
DNMT3a, anti-HAT1, anti-HDAC1 e anti-HDAC2, utilizando o
Software ImageJ versdo 1.410 (National Institute of Health, Bethesda,
EUA).
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Figura 2. Captura de tela com fotomicrografia observada em
aumento de 400x, representando a contagem da marcacdao nuclear das
células de ERNN pelo anticorpo anti-HDACI utilizando o Software
ImageJ para obtencdo da porcentagem de imunopositividade (pontos
verdes nos nucleos corados em marrom e azuis nos de coloragdo
negativa).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

A avaliac@o da expressdo nuclear deu-se pela média obtida apds a
contagem manual dos ntcleos corados em marrom (positivos) e azul
(negativos), utilizando o software ImageJ e posterior estabelecimento da
proporcao das células positivas para cada amostra, em porcentagem.
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A comparagdo da expressdo nuclear das proteinas foi realizada
através de testes ndo paramétricos (teste de Kruskal-Wallis e Coeficiente
de Correlacdo de Spearman), cujos dados foram processados por meio da
utilizacdo do software 2.6 Action (Estatcamp, Sdo Carlos, Sdo Paulo,
Brasil). Para todas as andlises, as diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05.
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3 RESULTADOS

Realizou-se a andlise de dez casos, cujas caracteristicas
epidemiologicas estdo distribuidas na Tabela 1, pertencendo a maior parte
(80,0%) da amostra ao sexo masculino, com uma média de idade de 53,4
anos completos (Intervalo de Confianga=95,0%).

Tabela 1. Caracterizagdo da amostra (n=10
Caracteristica Grupo amostral

Sex Masculino 80,0%
ex0 Feminino 20,0%
T - m .
Idade Média ( dCS.VlO padrio) 53,4 (£13,7)
Amplitude 33-69

Os padroes de imunopositividade obtidos variaram entre os grupos
de enzimas, podendo ser observados nas ilustragdes do Quadro 1. A
proteina HDAC?2 apresentou a maior amplitude de expressdo nuclear
positiva no ERNN (0,00-98,99), seguida pelas HDAC1 (4,85-99,29),
DNMT]1 (8,54-99,58), HAT1 (51,98-100,00) e DNMT3a (0,00-12,56). O
maior indice de expressdo nuclear positiva encontrado foi o da HATI1
(89,40).

Quadro 1 - Imunomarca¢o nuclear para HDAC1, HDAC2, HAT1, DNMTI e
DNMT3a em ERNN.

Enzima Ilustracao

HDACI1
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HDAC2

HATI
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DNMT1

DNMT3a

ERNN: Epitélio de Revestimento Nao-Neoplasico; HDAC: Histona
Desacetilase; HAT: Histona Acetiltranferase; DNMT: DNA Metiltransferase;
Aumento de 400x.

Identificou-se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
entre a expressdo da enzima DNMT3a com todas as demais, HATI,
HDACI1, HDAC2, DNMT1, por meio da comparagdo multipla de grupos,
utilizando o teste de Kruskal-Wallis, como observado na Figura 3.
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Incidéncia de imunomarcacgdo nuclear para
HDACz, HDAC2, HAT1, DNMT1 e DNMT3a em

ERNN
100.00%
80.00%
60.00%
40.00%
20.00%
0.00% a
HDAC1 HDAC2 HAT2 DNMT1  DNMT3a*

Figura 3. Grafico contendo a incidéncia de imunomarcacdo
nuclear positiva para as enzimas HDAC1, HDAC2, HAT1, DNMTI e
DNMT3a em ERNN(* = p<0,05).

Ao se testar a correlaco entre as expressoes enzimaticas no ERNN
adjacente ao CEL, por meio do Coeficiente de Correlacdo de Spearman,
foi possivel encontrar forte correlagdo (Barbetta, 2012) entre HDAC2 e
DNMT]1 (r=0,72; P=0,0369).
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4 DISCUSSAO

O processo de carcinogénese ¢ resultado de alteragdes por
mecanismos genéticos e epigenéticos, estes ultimos incluindo
modificagdes no DNA (metilagdo de sitios CpG) e nas histonas. Sabe-se
que a exposi¢do cronica a radiagdo UV aumenta as chances de ocorrerem
alteragoes celulares controladas por proteinas que ndo alteram a sequéncia
primaria de nucleotideos do DNA (Kyrgidis; Tzellos; Triaridis, 2010).

As funcgdes celulares das enzimas acetiladoras e desacetiladoras de
histonas e das metiladoras do DNA nos diferentes tecidos em que sdo
encontradas, assim como o padrdo de expressdo das mesmas, ainda
permeiam diversas incognitas no meio cientifico. Até entdo, os papéis que
a elas tém sido atribuidos convergem na influéncia a diversos processos
bioldgicos como a reparagdo e recombinagdo do DNA, a progressao do
ciclo celular, a apoptose, a dinamica dos cromossomos ¢ principalmente
no controle da expressao génica (Marmostein e Trievel, 2009; Roth, Denu
e Allis, 2001).

Pesquisadores vém buscando identificar os mecanismos de acdo
destas enzimas, em especial das HDAC1, HDAC2, HAT1, DNMTI1 e
DNMT3a, nos processos de tumorigénese e clonogenicidade neoplésica
(Huang et al., 2005; Lin et al., 2008; Zhao et al., 2006; Hrzenjak et al.,
2006; Tafrova e Tafrov, 2014). Entretanto, publicagdes que evidenciam a
expressdo das proteinas em questio nos sitios de ERNN para que se possa
compreender o comportamento desse tecido adjacente a areas malignas
sdo poucas, o que motivou a confec¢do do presente estudo (Robertson et
al., 1999; Chrun et al., 2017; Kanwal e Gupta, 2011).

Observou-se diferenca estatisticamente significativa de expressao
nuclear entre DNMT?3a e as enzimas HAT1, HDAC1, HDAC2 e DNMT1
no ERNN. Revela-se na literatura que a baixa expressdo de DNMT3a
também foi encontrada quando investigada em casos de mucocele e
carcinoma epidermoide, contrastando com os resultados das amostras de
queilite actinica, esta ultima representando uma lesdo pré-cancerizavel
com um pico de imunopositividade de DNMT3a. O padrao de expressdo
das demais enzimas (HAT1, HDACI1, HDAC2 e DNMT1) apresentou-se
elevado nesta pesquisa, semelhante ao que foi relatado para os tecidos
normais, de quelite actinica e CEL (Chrun et al., 2017). Estas informagdes
podem indicar a importancia da participacio da DNMT3a nas etapas
iniciais da carcinogénese, ao atribuir a fungdo de silenciamento de genes
supressores tumorais mediante hipermetilagdo do respectivo sitio, além
de reforgar a hipotese de que o ERNN pode nédo se portar como um tecido
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em processo de malignizagdo, uma vez que foi atestada a baixa expressdo
nesse epitélio, segundo os resultados do presente estudo.

A correlacdo forte, estatisticamente significativa, entre DNMT]I e
HDAC?2 avaliada no ERNN instiga a hip6tese do complexo correpressor
de silenciamento de genes. Ha relatos de o processo de metilagdo das ilhas
CpG do DNA ter o efeito de repressdo da transcri¢do reforgado pela
proteina correpressora Sin3 associada a uma HDAC, cujo complexo
enzimatico interage com a proteina metil-CpG-binding domain (MeCP2)
(Bird; Wolffe, 1999). A proteina MeCP2 reconhece fitas de DNA
metilado, estando associada a repressdo transcricional, e tem afinidade
por enzimas modificadoras de histonas, que causam condensacdo da
cromatina e silenciamento de gene. Além disso, contém um sitio de
repressdo de transcrigdo, que pode ser acoplado a proteina Sin3A. Esta
interage com as histonas desacetilases, membros de outro sistema de
repressdo transcricional, reforcando, assim, a repressdo génica final a
partir de um sinergismo de interacao entre essas proteinas (Klose; Bird,
2006).

Todavia, o nimero amostral baixo (n=10), justificado pela maioria
dos casos disponiveis no LPB-UFSC serem provenientes de bidpsias
incisionais, o que restringe e dificulta a obtengdo de ERNN adjacente a
area do tumor, pode ter influenciado os resultados obtidos e
comprometido a andlise estatistica. Esta representa uma limitagdo deste
estudo que deve ser levada em conta na extrapolagdo das informagdes
encontradas.

Reforca-se a necessidade da realizagdo de mais estudos
concernentes ao tema, de maneira que se possa compreender o papel
destas enzimas a partir de pesquisas oncoldgicas, podendo as mesmas
servirem como alvos terapéuticos e até marcadores patologicos para
prevencgao, diagndstico e prognostico do cancer.
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5 CONCLUSAO

O epitélio de revestimento ndo-neoplasico adjacente ao carcinoma
de células escamosas do labio apresentou variacdes de expressao nuclear
das enzimas relacionadas a alteracdes epigenéticas, havendo diferenca
estatisticamente significante entre DNMT3a e as seguintes enzimas:
HDACI1, HDAC2, HAT1 ¢ DNMT]I, além de forte correlagdo entre a
expressdo de HDAC2 e DNMTT.

Os resultados indicam que o ERNN ¢ um tecido que contém
caracteristicas morfoldgicas sugestivas de malignizacdo e ja expressa
padroes de imunopositividade de proteinas envolvidas em mecanismos de
alteracdo epigenética semelhantes ao de neoplasias malignas de labio,
podendo assim estar condicionado ao processo de fotocarcinogénese.
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE - DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado a participar da pesquisa
“Expressao imunoistoquimica das enzimas HDAC1, HDAC2 e HAT1
em queilites actinicas e carcinomas de células escamosas labiais”, a
ser desenvolvida pela cirurgia-dentista Emanuely da Silva Chrun, aluna
do Curso de Mestrado em Odontologia/UFSC, sob orientagdo do Prof.
Dr. Filipe Ivan Daniel. O (a) Sr. (a) apresentou, no passado, uma lesdo
no labio, que recebeu diagnostico e/ou tratamento na UFSC. Para que isso
acontecesse, foi colhido um material durante uma cirurgia para retirar
essa lesdo, esse material foi utilizado para determinar o diagndstico e ele
ficou guardado na UFSC. Para participar desse trabalho, serd necessario
que o (a) senhor (a) autorize a utilizagdo de uma pequena parte desse
material ja arquivado.
Objetivo: Este trabalho pretende pesquisar a presenca de certas
substancias (enzimas chamadas HDACI1, HDAC2 e HATT1), por meio de
uma técnica chamada imunoistoquimica.
Metodologia: Assinando esse termo o (a) Sr. (a) concorda em participar
desse trabalho permitindo o acesso ao material pertencente ao senhor, que
estd armazenado na UFSC, e também as informagdes que estdo nas fichas
de bidpsia, sobre o seu caso. Nao haverd a necessidade de uma nova
cirurgia para a coleta do material.
Beneficios: Os beneficios esperados envolvem a producdo de
conhecimento cientifico podendo servir de base para outros estudos, e
possivelmente tentar ajudar os proximos pacientes que tenham a mesma
doenca no futuro, facilitando o seu diagnostico.
Desconfortos/Riscos: Durante a pesquisa serd apenas utilizado o material
resultante da bidpsia da lesdo, previamente realizada, e armazenado nos
arquivos do LPB (Laboratorio de Patologia Bucal), sem causar os
desconfortos daquela cirurgia que ja foi realizada. Como havera acesso
aos seus dados, ha um risco de perda de sigilo dessas informagdes, mas
os pesquisadores garantem que tomarao todos os cuidados para evitar que
isso ocorra.
Outras informacdes: O (A) Sr. (a) tem a garantia que recebera respostas
ou esclarecimentos a todas as suas perguntas sobre os assuntos
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relacionados a pesquisa, por meio do contato com os pesquisadores, que
assumem o compromisso de proporcionar informagdes atualizadas
obtidas durante o estudo. O (A) Sr. (a) ndo terd nenhuma despesa
decorrente desta pesquisa e tem a liberdade de retirar seu consentimento
a qualquer momento, sem qualquer represalia/prejuizo ao seu
atendimento, através dos telefones (48) 37219473/91909480
(pesquisadores) ou e-mail emanuely.silva@gmail.com. Os pesquisadores
declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na Resolucdo CNS
466/2012 (especialmente nos itens IV.3 e IV.4), que o sigilo/privacidade
dos participantes serd garantido durante todas as etapas da pesquisa,
inclusive na divulgacao dos resultados, que os participantes terdo direito
ao ressarcimento de eventuais despesas e indenizagdo diante de eventuais
danos produzidos pela pesquisa. O telefone de contato do Comité de Etica
em Pesquisa da UFSC ¢ 37219206, caso seja necessario contato.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
Eu,

, portador (a) do
RG/CPF concordo em participar desta pesquisa,
bem como com a utilizagdo dos dados coletados, desde que seja mantido
o sigilo de minha identificagio, conforme normas do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos. A minha participagdo ¢ voluntaria
podendo ser suspensa a qualquer momento. Pelo presente consentimento,
declaro que fui esclarecido (a) sobre a pesquisa a ser realizada, de forma
detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigagdo, e que recebi
uma copia deste termo, assinada pelos pesquisadores.
Florianopolis,  de de 2015.

Assinatura do participante

Emanuely da Silva Chrun Filipe Ivan Daniel
Pesquisadora Participante Pesquisador Principal
(48)9190-9480 (48)3721-9473

emanuely.silva@gmail.com filipe.daniel@ufsc.br
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
Campus Universitario — Trindade — Fpolis/SC — CEP 88040-370
Fone: (48) 37219473 — Fax: (48)37219542 — email:

deptoptl@ccs.ufsc.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado participante,

Todas as informacdes contidas neste termo foram fornecidas pelos
Profs. Filipe Modolo Siqueira e Filipe Ivan Daniel do Departamento de
Patologia do CCS/UFSC.

O objetivo deste documento ¢ informar sobre o trabalho a ser
realizado pelos 2 professores acima, para obter uma autorizagdo por
escrito para a sua participacdo espontanea na pesquisa.

O titulo do trabalho ¢ “EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA
DAS ENZIMAS DNMT1, DNMT3a E DNMT3b EM QUEILITES
ACTINICAS E CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS
LABIAIS”.

O(a) Sr(a) apresentou, no passado, uma doenga no labio e recebeu
o diagndstico e/ou tratamento na UFSC. Para que isso acontecesse, foi
preenchido um prontuario com todos os dados da sua doenca e da sua
consulta, colhido um material durante uma pequena cirurgia no seu labio
e esse material foi utilizado para determinar o diagndstico.

Este trabalho pretende observar novamente esse material para
investigar as alteragdes que existem nele. Além disso, pretendemos
observar o seu prontudrio ¢ a ficha que foi preenchida apds a cirurgia para
coletar as seguintes informacgdes: sexo (género), idade, raga (etnia),
profissdo, tempo estimado de exposi¢do ao sol, tempo de duragdo da
doenca, caracteristicas clinicas da lesdo ¢ local da lesdo. Essa observagdo
nos ajudara a entender e conhecer melhor essas doengas e, quem sabe,
tentar ajudar os proximos pacientes que tenham as mesmas doengas no
futuro.
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Assinando este termo o(a) Sr(a) concorda em participar do trabalho
permitindo o acesso ao material pertencente ao senhor que encontra-se na
UFSC.

Em nenhum momento o nome do Sr(a) serd vinculado a qualquer
parte do trabalho. Todos seus dados pesquisados serdo confidenciais e a
sua privacidade sera sempre respeitada.

Este procedimento ndo lhe causara qualquer prejuizo e apds a
coleta dos dados sua participagdo ndo serd mais necessaria. Contudo o
Sr(a) tem a garantia que recebera respostas ou esclarecimentos a todas as
suas perguntas sobre os assuntos relacionados ao trabalho, por meio do
contato com os pesquisadores, segunda a sextas-feiras, na sala dos
professores do Departamento de Patologia (sala n° 13) do CCS/UFSC,
nos telefones (48) 3721 5068, (48) 99880747 ou (48) 99571448 (telefone
celular) ou pelo e-mail: modolo@ccs.ufsc.br, filipedaniel06@gmail.com.
Os pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informagdes
atualizadas obtidas durante o estudo.

O Sr(a) tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento, deixando de participar do estudo, sem qualquer represalia ou
prejuizo, através do contato com os professores pelos telefones (48)
37215068, (48) 99880747 ou (48) 99571448 (telefone celular) ou e-mails
modolo@ccs.ufsc.br ou filipedaniel06@gmail.com.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

CPF e concordo em participar do
trabalho: "EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS ENZIMAS
DNMT1, DNMT3a E DNMT3b EM QUEILITES ACTINICAS E
CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS LABIAIS", bem
como com a utilizacdo dos dados coletados, desde que seja mantido o
sigilo de minha identificagio, conforme normas do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos desta Universidade. A minha participagdo
¢ voluntaria podendo ser sustada a qualquer momento.

Florianopolis, ...... de .o de 20......

Assinatura do participante
Elaborado com base na Resolugdo 01/88 do CNS, publicado no
Diario Oficial, 14/06/1988, Brasilia, p. 10713-8.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Extensdo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

CERTIFICADO e 2274

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Pro-Reitoria de Pesquisa e Extensdo da Ca.f,m;immo_
Federal de Santa Catarina, instituido pela PORTARIA N “0584/GR/99 de 04 de novembro de 1999, com base nas normas para a
constituigio e funcionamento do CEPSH, considerando o contido no Regimento Intemo do CEPSH, CERTIFICA que os
procedimentos que envolvem seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estio de acordo com os principios

éticos estabelecidos pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

7.

em Comité de Etica

APROVADO

PROCESSO: 2274 FR: 465903

o EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DAS ENZIMAS DNMT1, DNMT3a E DNMT3b EM QUEILITES ACTINICAS E CARCINOMAS DE
TITULO: CELULAS ESCAMOSAS LABIAIS

AUTOR: Filipe Modolo Siqueira, Filipe Ivan Daniel

FLORIANOPOLIS, 3! ge Outubro 4, 2011

Coordenador do CEPSHUFSC

ANEXO D - Parecer Consubstanciado de Aprovacio de Pesquisa




57

ANEXO E - Parecer Consubstanciado de Aprovaciao do CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DAS ENZIMAS HDACI1, HDAC2 E HATI EM QUEILITES ACTINICAS
E CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS LABIAIS POR IMUNOISTOQUfMICA Pesquisador: FILIPE IVAN
DANIEL Area Tematica:

Versao: |

CAAE: 42882915.2.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.020.518

Data da Relatoria: 30/03/2015

Apresentacao do Projeto:

Este e um estudo descritivo, observacional do tipo caso-controle, em que sera realizada reacao imunoistoquimica
para os anticorpos HDAC1, HDAC2 e HATI, em 30 especimes de tecido nao-neoplasico de labio, 30 especimes de lesao
potencialmente cancerizavel do tipo queilite actinica e 30 de carcinoma de celulas escamosas labial, para cada anticorpo. Esse
material encontra-se armazenado no arquivo de diagnosticos do Laboratorio de Patologia Bucal da UFSC e participara da
pesquisa frente aa concordancia dos pacientes atraves do termo de consentimento livre e esclarecido, anexo no formulario.

Hipotese:

Os tecidos pre-neoplasicos e neoplasicos apresentam progressivamente maior expressao das HDAC e menor de
HAT, quando comparado com o tecido nao-neoplasico. Avaliar essa expressao podera ser util para facilitar o diagnostico de tais
lesoes, especialmente nos casos de dificil definicao diagnostica, possivelmente tambem como marcador de prognostico e servira
como alvo de medicamentos antineoplasicos, que ja foram desenvolvidos e estao sendo utilizados para tratamento de outros
tumores malignos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo deste trabalho e investigar a expressao de HDACI, HDAC2 ¢ HAT1 em tecido nao-neoplasico, lesoes
pre-cancerosas tipo queilite actinica (QA) e carcinoma espinocelular (CEC) de labio.

Objetivo Secundario:

* Determinar a expressao das proteinas HDAC1, HDAC2 ¢ HAT1 em tecido nao-neoplasico, QA e CEC de labio, atraves de
imunoistoquimica;* Determinar a localizacao intracelular das proteinas HDAC1, HDAC2 e HAT1 nos tecidos em estudo, por
meio de imunoistoquimica;* Comparar a expressao das proteinas entre os grupos estudados;* Comparar a expressao da
HDACI, HDAC2 e da HATI com a diferenciacao celular nos CECs de labio e com o grau de displasia epitelial nas QAs.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Durante a pesquisa sera apenas utilizado o material resultante da biopsia da lesao, previamente realizada, e
armazenado nos arquivos do LPB (Laboratorio de Patologia Bucal). Assim, nao havera nova intervencao cirurgica no paciente
€ 0 mesmo nao sera submetido a desconfortos locais ou riscos cirurgicos. Porem, como havera acesso aos dados do paciente, ha
um risco de perda de sigilo dessas informacoes, mas os pesquisadores garantem que tomarao todos os cuidados para evitar que
isso ocorra.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa em tela é relevante e deve ser efetuada porque se volta para pesquisar o cancer bucal. Logo descobrir
seus comportamentos ¢ de grande importancia porque envolvem a producao de conhecimento cientifico podendo servir de base
para outros estudos, e possivelmente tentar ajudar pacientes que tenham a mesma doenca no futuro, facilitando o seu
diagnosticos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

O termo de apresentagdo obrigatoria esta bem elaborado. Aborda o método e toma todos os cuidados para esclarecer
as pessoas envolvidas na pesquisa. E documento claro, objetivo e esclarecedor.

Recomendagdes:

Nio encontramos motivos para apontar recomendagdes, uma vez que julgamos tratar-se de um projeto muito bem
elaborado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O projeto esta muito bem elaborado. Cita ainda que as despesas decorrem do uso de reagentes e que 0os mesmos ja
constam no Laboratorio de Patologia Bucal da UFSC.

Por o projeto atender as normas em vigor e por estar de acordo com o se exige para seu tramite, onde constam todos
os anexos somos de parecer favoravel a sua aprovagao.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Nio

Consideragées Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 13 de Abril de 2015

Assinado por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)



