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RESUMO

Introducdo: O cancer oral € uma das neoplasias malignas mais frequentes no
mundo, considerado um problema de saude publica. Estudos epidemioldgicos
demonstram que no mundo foram estimados 369,2 mil casos novos de cancer oral,
com 145,3 mil oébitos, para o ano de 2012. Dois tergos destes casos foram
diagnosticados em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Dentre esses o mais
comum é o carcinoma espinocelular (CEC). O CEC pode se apresentar na regiao
dos labios e na cavidade interior da boca: bochechas, lingua e embaixo dela
(assoalho), palato duro e as tonsilas. Objetivos: O presente trabalho teve como
objetivos avaliar a expressdo dos genes hMSH2 e hMSH6 bem como a sua
correlagdo com o fator de inflamacgao, NF-kB, em pacientes com o diagnéstico de
carcinoma espinocelular (CEC), e, ainda associar sua ocorréncia com a exposi¢cao
aos fatores de riscos para seu desenvolvimento, progressao e localizagdo em
cavidade bucal. Pacientes e Métodos: Foram incluidas 32 amostras obtidas através
de bidpsias realizadas em pacientes com historico de CEC bucal. Algumas variaveis
associadas aos fatores de riscos a ocorréncia do mesmo foram levadas em
consideragao, tais como: faixa etaria, género, etilismo e tabagismo. Dessas
amostras foram realizadas a extracdo de RNA, essas estavam fixadas em formalina
e emblocadas em parafina. Posteriormente, foram microtomizadas e distendidas em
laminas para estudos histolégicos. Além disso, foi constituido um grupo controle
para validar o processo de expressao dos genes estudados e raspados do epitélio
normal foram obtidos de 20 voluntarios. Resultados e Discussao: Verificou-se que a
média de idade dos pacientes cujas amostras de CEC foram avaliadas foi de = 52
anos, com prevaléncia do sexo masculino (68%), além disso, 57% dos pacientes
eram etilistas e 64% fumantes. H4 aumento de expressdo de todos os genes
estudados quando os pacientes eram tabagistas e etilistas. Além disso, ha aumento
de expressdo de hMSH2 quando o CEC foi retirado da base da lingua. Ha
correlacdo mediana e forte entre as expressdes de NF-kB e hMSH2 (rho=0,570;
p<0,001) e com a hMSH6 (rho=0,658; p<0,001), respectivamente. Existe também
entre as expressdes dos genes de reparo hMSH2 e hMSH6 (rho=0,376; p=0,048).
Todas essas correlagbes apresentam significancia estatistica. Conclusao: Existe o
aumento da expressdo do gene hMSH2 em pacientes com CEC e principalmente
nos elitistas. Esse gene esta mais expresso quando o CEC ocorre em base da
lingua quando comparado a outras localidades de ocorréncia. Além disso, também
existe indicio forte da expressao do gene NF-kB com os genes de reparo estudados,
evidenciando a possibilidade de que esse sistema pode ser ativado por via
inflamataria.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. Expresséo génica.
Inflamacao.



ABSTRACT

Introduction: Oral cancer is one of the most frequent malignancies in the world,
considered a public health problem. Epidemiological studies show that in the world
369,200 new cases of oral cancer were estimated, with 145,300 deaths by 2012.
Two thirds of these cases were diagnosed in developing countries, such as Brazil.
Among these, the most common is squamous cell carcinoma (SCC). This one may
present in the region of the lips and in the interior cavity of the mouth: cheeks, tongue
and underneath it (floor), hard palate and the tonsils. Objectives: The present study
aimed to evaluate the expression of the hMSH2 and hMSH6 genes as well as their
correlation with the inflammatory factor, NF-kB, in patients with squamous cell
carcinoma (SCC) diagnosis, and to associate their occurrence with exposure to risk
factors for its development, progression and location in the oral cavity. Patients and
Methods: It was included 32 samples obtained through biopsies performed in
patients with a history of oral CPB. Some variables associated with the risk factors for
its occurrence were taken into consideration, such as: age, alcohol and smoking.
From these samples were extracted the RNA, these were fixed in formalin and
embedded in paraffin. Subsequently, they were microtomized and distended in slides
for histological studies. In addition, a control group was established to validate the
expression process of the studied and scraped genes of the normal epithelium were
obtained from 20 volunteers. Results and Discussion: The mean age of the patients
whose SCC samples were evaluated was = 52 years old, with a prevalence of males
(68%); in addition, 57% of the patients were alcoholics and 64% were smokers.
There is increased expression of all the genes studied when the patients were
smokers and alcoholics. In addition, there is increased expression of hMSH2 when
SCC was withdrawn from the base of the tongue. There is a median and strong
correlation between the expressions of NF-kB and hMSH2 (rho=0,570, p<0.001) and
with  hMSH6 (rho=0,658, p <0.001), respectively. There are also among the
expressions of the repair genes hMSH2 and hMSHG6 (rho=0,376; p=0.048). All these
correlations are statistically significant. Conclusion: There is increased expression of
the hMSH2 gene in patients with SCC and mainly in the elitists. This gene is more
expressed when the SCC occurs on the basis of the tongue when compared to other
places of occurrence. In addition, there is also strong indication of the expression of
the NF-kB gene with the repair genes studied, evidencing the possibility that this
system can be activated by the inflammatory route.

Palavras-chave: Carcinoma, Squamous cell. Gene expression. Inflammation.
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1 INTRODUGAO

O cancer da cavidade oral - uma das categorias de cancer de cabeca e
pescogo - € uma neoplasia maligna que surge nos labios ou na cavidade oral
(RIVERA, 2015). Esta neoplasia é tradicionalmente definida como carcinoma de
células escamosas, carcinomas epidermdides ou ainda carcinomas espinocelulares
(CEC), uma vez que aproximadamente 90% dos casos origina-se histologicamente
nas células escamosas (NIH, 2018; VALLE et al., 2016).

As células escamosas sao achatadas e possuem como funcido revestir o
epitélio da cavidade bucal e garganta. A proliferacédo atipica de células espinhosas
do epitélio de revestimento pode surgir em qualquer sitio da mucosa bucal, sendo
denominado como cancer bucal quando ocorrer entre as bordas vermelhas dos
labios e a jungdo dos palatos duro e mole ou um tergo posterior da lingua
(ALICANDRI-CIUFELLI et al., 2013; COLOMBO; RAHAL, 2009; CRISTINA;
CANGUSSU, 2009; FERLAY et al., 2015; SANTOS et al., 2011; VALLE et al., 2016).

Assim, a forma precursora do carcinoma de células escamosas € denominada
carcinoma in situ, uma vez que esta presente somente nas células da camada
epitelial ou de revestimento (epitélio), ndo invadindo as camadas mais profundas
desse tecido. Quando houver penetragao dessas células cancerosas nas camadas
mais profundas da cavidade bucal e orofaringe, significa que é um carcinoma
espinocelular (CEC) invasivo (COLOMBO; RAHAL, 2009; CRISTINA; CANGUSSU,
2009; FERLAY et al., 2015).

O cancer oral € uma das neoplasias malignas mais frequentes no mundo,
considerado um problema de saude publica (GHANTOUS; ABU ELNAAJ, 2017).
Estudos epidemioldgicos demonstram que no mundo foram estimados 369,2 mil
casos novos de cancer oral, com 145,3 mil ébitos, para o ano de 2012. Dois tergos
destes casos foram diagnosticados em paises em desenvolvimento, como Brasil. A
maior incidéncia é reportada em paises do sul e sudeste da Asia, como india,
Tailandia. Nos Estados Unidos da América (EUA), o CEC chega a afetar até 30.000
(trinta mil) americanos por ano (JESSRI; DALLEY; FARAH, 2015; JHA et al., 2013;
SANTOS et al., 2011; SANGUANSIN et al., 2006; SCHIFF, 2018).

Para o Brasil, estimam-se 11.200 casos novos de cancer da cavidade oral em
homens e 3.500 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 10,86 casos novos a cada 100 mil homens,
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ocupando a quinta posi¢ao; e de 3,28 para cada 100 mil mulheres, sendo o0 12° mais
frequente entre todos os canceres (BRASIL, 2014; INCA, 2014, 2015, 2018).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer da cavidade oral
em homens é o quarto mais frequente na Regido Sudeste (13,77/100 mil). Nas
Regides Centro- -Oeste (9,72/100 mil) e Nordeste (6,72/100 mil), ocupa a quinta
posicdo. Nas Regides Sul (15,40/100 mil) e Norte (3,59/100 mil), ocupa a sexta
posicdo. Para as mulheres, € o 11° mais frequente na Regido Nordeste (3,12/100
mil). Nas Regides Centro-Oeste (2,96/100 mil) e Norte (1,78/100 mil), € o 12° mais
frequente. Nas Regides Sudeste (3,64/100 mil) e Sul (3,59/100 mil), ocupa a 13% e
152 posicdes, respectivamente (BRASIL, 2017; INCA, 2014, 2015, 2018).

De uma forma geral, no Brasil ocorreram, em 2015, 4.672 6bitos por cancer
de cavidade oral em homens e 1.226 em mulheres. Esse valor corresponde a um
risco estimado de 2,1 6bitos para cada 100 mil habitantes, o que confirma o fato de
ser um problema de impacto em saude publica global (BRASIL, 2017; FERLAY et
al., 2013; PETTI; SCULLY, 2010).

Em se tratando de sitio primario do tumor em questdo, os estudos mostram
que o assoalho bucal lidera o ranking de casos, seguidos pela lingua, mandibula,
palato, labios (principalmente o inferior), rebordo e fundo de sulco entre outros
(regido trigono retromolar, mucosa jugal e tonsilas) (BRASIL, 2017; INCA, 2014,
2015, 2018; ROCHA, 2011).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer oral sao
idade, sexo, tabaco e alcool. Em geral, individuos acima de 50 anos sdo mais
afetados, sendo a idade média de ocorréncia de 56,81 anos: nos homens € de 55,88
anos e nas mulheres é de 60,07 anos. Entretanto, a incidéncia entre a populagao
mais jovem vem aumentando, variando de 0,4 a 3,6% (BRASIL, 2017; INCA, 2014,
2015, 2018; ROCHA, 2011

A prevaléncia de CEC nos homens é trés vezes maior do que em muheres
(RIVERA, 2015). Entretanto, ndo ha diferenga significativa entre homens e mulheres
em relagdo ao prognostico (GALBIATTI et al.,, 2013; SUBARIYA et al.,, 2007;
VARGAS-FERREIRA et al.,, 2012). A taxa de sobrevivéncia é menor entre as
mulheres porque elas tendem a nao aceitar o tratamento devido as caracteristicas
mutilatérias do mesmo. Apds a metastase, a taxa de sobrevida (cinco anos) € menor
que 50% na maioria dos casos, o que indica alta morbimortalidade associada a essa

doenca. Essa baixa taxa pode estar associada ao diagndstico tardio e uso de terapia
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inapropriada (LUNG; WEI; STURGIS, 2008; SANTOS et al., 2011; SIEBERS et al.,
2008).

O tabagismo é o principal fator de risco para o desenvolvimento de canceres
de cabecga e pescoco, sobretudo os CECs em boca. O cigarro possui substancias
carcinogénicas e genotoxicas (nitrosaminas e hidrocarbonetos policiclicos) que
possuem o potencial de causar mutac¢des por alterarem o perfil molecular desses
individuos, aumentando o risco e potencialidade de ocorréncia do CEC (BRASIL,
2017; GALBIATTI et al., 2013; HASHIBE et al., 2007; TORRENTE et al., 2011;
VARGAS-FERREIRA et al.,, 2012). Assim, ndo apenas o habito de fumar, mas
também sua intensidade e duracido estdo relacionados com o desenvolvimento do
CEC.

A interrupgao do habito de fumar diminui o risco de desenvolvimento do CEC,
mas n&o elimina a possibilidade de sua ocorréncia, ja que o perfil molecular fora
alterado durante o habito (GALBIATTI et al., 2013; HASHIBE et al., 2007; KUMAR et
al., 2008; TORRENTE et al., 2011; VARGAS-FERREIRA et al., 2012).

O A&lcool, assim como o tabagismo, € considerado também com um dos
principais fatores de desenvolvimento do CEC. O tabagismo associado ao etilismo
pode aumentar em até 40 vezes a possibilidade de ocorréncia do CEC em boca;
esse aumento esta relacionado a concentracao de alcool na bebida, que pode variar
entre bebidas destiladas ou fermentadas, mesmo apds o ajuste de alcool total a ser
consumido (HASHIBE et al., 2007; KUMAR et al., 2008; TORRENTE et al., 2011). O
alcool age como solvente para aumentar a exposicdo da mucosa a agentes
carcinogénicos, elevando a absorgdo celular dos mesmos. O acetaldeido, um
metabdlito do alcool, pode formar adutos de DNA que interferem na sua sintese e
reparo e que irdao interferir na carcinogénese (GILLISON, 2007; HASHIBE et al.,
2007; KUMAR et al., 2008; MARRON et al., 2010; MARUR; FORASTIERE, 2008;
TORRENTE et al., 2011).

Mesmo sendo descritos como importantes fatores de risco para a ocorréncia
do CEC oral, vale ressaltar que nem todos os tabagistas e/ou etilistas o
desenvolvem. Este fato pode estar relacionado a variagdo individual da
suscetibilidade genética que assume um papel importante na carcinogénese, mesmo
que o individuo possua um dos dois ou ambos os habitos como fatores de risco
(GILLISON, 2007; HASHIBE et al., 2007; KUMAR et al., 2008; MARRON et al., 2010;
MARUR; FORASTIERE, 2008; TORRENTE et al., 2011).
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Além do tabagismo e/ou etilismo como fatores de risco, a foto exposigcéo
crbnica a radiagao solar também podera implicar no aparecimento do CEC bucal.
Esta exposi¢do faz com que o labio inferior seja o sitio de localizagdo predileto
dessa neoplasia associada a foto exposicdo, sobretudo em individuos com
atividades laborais que o exponham a radiagcédo solar, como os trabalhadores rurais,
e que nédo utilizem protecdo adequada (ANDRADE; SANTOS; OLIVEIRA, 2015;
GILLISON, 2007; HASHIBE et al., 2007; KUMAR et al., 2008; MARRON et al., 2010;
MARUR; FORASTIERE, 2008; NIH, 2018; SANTOS et al., 2011; TORRENTE et al.,
2011; VALLE et al., 2016).

Portanto, na mucosa dos labios pode surgir sobre uma area branca
(leucoplasia) ou sobre lesdao de queilite actinica, com formagdo de escamas,
ressecamento e fissuras, que demonstram sinais de lesdes percussoras do CEC.
Essas possuem um inicio como espessamento da pele que se transforma em
nodulo, podendo entdo ulcerar ou formar tumoragéo exofitica (ANDRADE; SANTOS;
OLIVEIRA, 2015; KUMAR et al.,, 2008; MARRON et al, 2010; MARUR;
FORASTIERE, 2008; SANTOS et al., 2011; TORRENTE et al. , 2011; VALLE et al.,
2016).

Individuos tabagistas expostos de forma crbénica a radiagdo solar tendem a
metastatizar entre 10 a 15% dos casos, 0 que confirma o fato do habito de fumar ser
um importante fator predisponente para esta variante de CEC (ANDRADE; SANTOS;
OLIVEIRA, 2015; KUMAR et al.,, 2008; MARRON et al, 2010; MARUR;
FORASTIERE, 2008; SANTOS et al., 2011; TORRENTE et al. , 2011; VALLE et al.,
2016).

A infecgéo por HPV-16 € um fator de risco independente para CEC de cabeca
e pescogo, principalmente para CEC da orofaringe, o que pode implicar o
desenvolvimento dessa neoplasia em boca (GALBIATTI et al, 2013; MARUR,;
FORASTIERE, 2008; VARGAS-FERREIRA et al., 2012). Sub-tipos de HPV de alto
risco representam fator de risco em 25% dos casos de CEC de cabecga e pescogo,
mesmo em boca, independente de outros fatores de risco conhecidos como o
etilismo e/ou tabagismo. Mesmo que a transmissdo do HPV e a associagdo com a
ocorréncia de canceres de cabeca e pescog¢o nao tenha sido determinada, a pratica
do sexo oral foi associada a risco aumentado, sobretudo em boca (D’ SOUZA et al.,
2007; GALBIATTI et al., 2013; MARUR; FORASTIERE, 2008; VARGAS-FERREIRA

et al., 2012). A presenca de DNA viral em tumores, o elo etiolégico entre HPV e
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cancer de cabeca e pescoco, foi corroborado pela deteccdo de DNA de HPV em
lavados orais e anticorpos HPV especificos em casos de CEC em boca, o que pode
indicar essa tipagem viral ser potencialmente um fator de risco (D’ SOUZA et al.,
2007; GALBIATTI et al., 2013; MARUR; FORASTIERE, 2008; VARGAS-FERREIRA
et al., 2012).

Depois de relatados os possiveis fatores de risco para a ocorréncia do CEC
oral é importante tracar os mecanismos que 0 originam e s&o responsaveis pela
formacdo dessa neoplasia. Portanto, existe a necessidade de se entender as
alteracbes morfologicas e funcionais que ocorrerdo nas células desses tumores
malignos (KASPER et al., 2015; MARTINS, 2017; SCULLY, 2011).

Mesmo sendo um processo amplamente regulado e controlado, o crescimento
celular responde as necessidades especificas do organismo, condicionados ao tipo
de tecido e 6rgdo nas quais estdo inseridos. O crescimento celular envolve o
aumento da massa celular, duplicagdo do acido desoxirribonucleico (ADN) e divis&o
fisica da célula em duas células filhas idénticas (mitose) (KASPER et al., 2015;
MARTINS, 2017; ROCHA, 2011; SCULLY, 2011). As células normais convivem de
uma forma perfeitamente homeostatica do ponto de vista citolégico, histologico e
funcional que sado garantidos, ainda, pelos seus proprios cédigos genéticos
(KASPER et al., 2015; MARTINS, 2017; SCULLY, 2011).

Em algumas ocasides, entretanto, ocorre uma ruptura dos mecanismos
reguladores da multiplicagéo celular e, sem que seja necessario ao tecido, uma
célula comecga a crescer e a dividir-se desordenadamente. Pode resultar dai um
clone de células descendentes, herdeiras dessa propensao ao crescimento e divisao
anbmalos, insensiveis aos mecanismos reguladores normais, que resulta na
formacdo do que se chama tumor ou neoplasia, que pode ser benigna ou maligna
(KASPER et al.,, 2015; KHADEMI et al., 2012; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011;
SCULLY, 2011).

A carcinogénese refere-se ao desenvolvimento de tumores malignos,
estudada com base nos fatores e mecanismos a ela relacionados (CHARLES et al.,
2015; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011).

Mesmo que o ser humano esteja exposto a multiplos fatores carcinogénicos,
com efeitos aditivos ou multiplicativos, sabe-se que a predisposicdo individual,
conforme dito anteriormente, tem um papel decisivo na resposta final, muito embora

nao seja possivel definir em que grau ela influencia a relagédo entre a dose e o tempo
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de exposi¢cao ao carcindgeno e a resposta individual a exposi¢ao (CHARLES et al.,
2015; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011; SILVA; FERLITO; TAKES, 2011).

Com isso, ressalta-se que essa carcinogénese se trata de um processo com
algumas etapas que exigem o acumulo de multiplas alteragbes genéticas que podem
implicar em modificacbes das fungdes normais das células, como a interrupgao do
seu ciclo celular que irdo afetar a regulagdo, ou ainda, a diferenciacéo celular,
proliferagcdo e morte. Os mecanismos moleculares que estdo na base do inicio do
carcinoma levam a um aumento da proliferagao celular, perda da aderéncia celular,
infiltrac&o tecidual local e regional e metastases a distdncia (CHARLES et al., 2015;
KASPER et al., 2015; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011; SILVA; FERLITO; TAKES,
2011).

Além disso, independentemente da exposicdo a carcinogénicos, as células
sofrem processos de mutagdo espontanea, que nao alteram o desenvolvimento
normal da populagdo celular como um todo. Esses fenébmenos incluem danos
oxidativos, erros de acdo das polimerases e das recombinases e reducdo e
reordenamento cromossémico (CHARLES et al., 2015; KASPER et al., 2015;
MARTINS, 2017; ROCHA, 2011).

Os fendbmenos de mutacdo espontanea podem condicionar uma maior ou
menor instabilidade genbmica, que pode ser crucial nos processos iniciais da
carcinogénese, como consequéncia de aneuploidia e amplificacbes genéticas
(CHARLES et al., 2015; DOHERTY, 2015; KASPER et al., 2015; MARTINS, 2017;
ROCHA, 2011).

Em sintese, a carcinogénese pode iniciar-se de forma espontanea ou ser
provocada pela agcdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou bioldgicos).
Em ambos os casos, verifica-se a indugcédo de alteragdes mutagénicas e néao-
mutagénicas ou epigenéticas nas células (BRASIL, 2017; INCA, 2014, 2015, 2018;
ROCHA, 2011).

A carcinogénese € composta por trés etapas, sendo elas: iniciagdo, promogao
e progressao. A primeira dessas etapas, a iniciacdo, estd relacionada com os
eventos como a ativagdo de genes associados a carcinogénese, denominados de
oncogenes ou, ainda, de genes supressores de tumores, que sdo capazes de levar
uma unica célula a adquirir vantagens de crescimento distinta (KASPER et al., 2015;
MARTINS, 2017; ROCHA, 2011).
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Embora os tumores geralmente surjam a partir de uma unica célula ou clone,
pensa-se que, as vezes, nd0 uma unica célula, mas sim muitas células num 6rgao
alvo podem ter sofrido o evento genético iniciador. Assim, muitas dessas células que
aparecem de forma normal podem ter um aumento do potencial maligno, sendo esse
evento, considerado por muitos autores, como sendo um efeito de campo de
cancerizagado (CHARLES et al., 2015; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011).

Os eventos iniciadores geralmente sdo genéticos e ocorrem como delegdes
de genes supressores de tumores ou amplificagdo ou mutagcdo de oncogenes.
Eventos subsequentes podem levar a acumulagbes de mutacdes deletérias
adicionais no clone (CHARLES et al., 2015; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011).

A mutagao dos acidos nucleicos € o evento principal dessa primeira etapa da
carcinogénese, sendo que essas células “iniciadas” permanecerao latentes até que
sobre elas atuem agentes promotores (CHARLES et al., 2015; KASPER et al., 2015;
MARTINS, 2017; ROCHA, 2011).

A segunda etapa, também chamada de promocao, caracteriza-se pelo
estimulo que induzira o crescimento da célula que sofreu mutagéo, e pode acontecer
a qualquer momento apds a transformacéao celular inicial. Os fatores de promog¢ao
podem ser agentes quimicos, processo inflamatorio, hormdnios e fatores que atuam
no crescimento celular normal (KASPER et al., 2015; KHADEMI et al., 2012;
MARTINS, 2017; ROCHA, 2011; SCULLY, 2011).

E importante destacar que o agente promotor ndo tem a¢do mutagénica nem
carcinogénica e que, para conseguir efeito bioldgico, deve persistir no ambiente,
sendo esse um importante aspecto relacionado que determina a diferenga existente
entre esse agente promotor com os agentes carcinogénicos e que poderao implicar
agdes de impacto na prevencdo da ocorréncia do cancer, ja que seus efeitos
poderao ser revertidos, caso a exposi¢ao a ele seja suspensa (BRASIL, 2017; INCA,
2014, 2015, 2018, ROCHA, 2011).

Assim, se as etapas de iniciacdo e promogao forem concretizadas e seguidas,
ocorrera a transformagdo maligna, caracterizando a terceira e ultima etapa do
processo de carcinogénese, a progressdo (KASPER et al., 2015; KHADEMI et al.,
2012; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011; SCULLY, 2011).

As modificagbes cruciais para aquisicdo de malignidade pressupdem evasao
da apoptose (morte celular programada), autossuficiéncia nos sinais de crescimento,

insensibilidade aos sinais inibidores do crescimento, defeitos no reparo do DNA e
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instabilidade genética, potencial infinito de replicagdo adquirida pela preservacéo do
comprimento e da fungao dos telébmeros, formacao do aporte vascular induzida por
diversos agentes (angiogénese) e a capacidade de invadir e metastizar, ou seja,
progredir (FELLER et al., 2013; KHADEMI et al., 2012; MARTINS, 2017).

As diferentes etapas da carcinogénese estdo resumidas na Figura 01.

Figura 1 - Etapas da Carcinogénese
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Fonte: INCA, 2018

Relativamente a classificagcao deste tipo de neoplasia, é referenciado que o
grau de queratinizagdo e a presenca de figuras mitéticas permitem a distin¢gado entre
células do CEC bem, moderadamente ou mal diferenciadas. Os tumores mal
diferenciados apresentam pior prognéstico do que os tumores bem diferenciados
(KASPER et al.,, 2015; KHADEMI et al., 2012; MARTINS, 2017; ROCHA, 2011;
SCULLY, 2011).

Foram encontradas varias alteragbes genéticas associadas a carcinogénese
do CEC que deram origem a um modelo molecular, embora nem todas as mutagdes
especificas para progressao tenham sido delineadas. Inicialmente, ha a perda de
regides cromossomicas de 3p e 9p21 (KASPER et al.,, 2015; MARTINS, 2017,
SCULLY, 2011). A hipermetilacdo do promotor nesses loci € a perda de
heterozigosidade (LOH) inativa o gene p16. Esta alteragcdo leva a transigcdo de
normalidade para hiperplasia/hiperqueratose, e ocorre antes de se desenvolver

atipias histopatoldgicas, constituindo uma limitagao histoldégica para um diagnostico
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precoce (KASPER et al., 2015; KUMAR et al., 2010; MARTINS, 2017; SCULLY,
2011).

Em seguida, a LOH na 17p com mutagao do p53 esta associada a progressao
da displasia. Foi recentemente demonstrado que alteragdes genbmicas como
delecbes em 4q, 6p, 8p, 11q, 13q e 14q podem atuar na progressao para a
malignidade. O gene da ciclina D1 (ativa a progressao do ciclo celular), que se
localiza no cromossoma 11913, comumente sofre amplificacdo e super expressao.
Algumas pesquisas sugerem que modificagdes nesse gene conferem a capacidade
de invasdo (KASPER et al., 2015; KUMAR et al., 2010; MARTINS, 2017; SCULLY,
2011). A relagdo das mudangas nos aspectos clinicos, histolégicos e molecular do
CEC de acordo com progressao da lesdo encontra-se na Figura 02.

As caracteristicas dessa neoplasia conforme a progressao clinica, histolégica,
molecular bem como as -caracteristicas referentes a diferenciacdo e as
possibilidades de aspectos clinicos que o CEC oral pode assumir como também
algumas regides da boca em que podem ocorrer, encontram-se nas figuras 02, 03 e
04.

Figura 2 - Progressao Clinica, Histopatolégica e Molecular do CEC oral
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Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2010



Figura 3 - Histologia de carcinoma espinocelular bem diferenciado (a) e
indiferenciado (b)
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Figura 4 - Figura 04: Aspectos clinicos do CEC e localizagdes
a b

Legenda: a) Area de ulceragao no labio inferior. Areas adjacentes, com alteragées planas
avermelhadas e esbranquigadas, apresentaram displasia epitelial; b) Area de ulceragado bem-definida,
assintomatica e cronica na borda lateral direita e superficie ventral da lingua; c) Grande massa
granular, exofitica, avermelhada e esbranquigada no palato duro; d) Les&o ulcerada, bordas
elevadas, nitidas e endurecidas, com centro necrosado e base endurecida em assoalho de boca

Fontes: ALLEN, 2012 (a); SARASIN, 2012 (b); MIMURA, 2012 (c); MIMURA, 2012 (d)

Portanto, para que uma célula considerada normal passe a se tornar maligna,
essas etapas e fatores devem ser observados, sobretudo as etapas citadas que
fazem jus a carcinogénese que resultam em expressao génica diferenciada.
Conforme dito, durante a oncogénese, essas alteragcdes genéticas adquiridas pelas
células desregulam a fisiologia celular, como por exemplo a diferenciagdo e morte
celular, cruciais para a homeostase dos tecidos. Desse modo, pode-se dizer que a
permanéncia da instabilidade genética aliada a capacidade invasiva determina a
presenga de uma patologia com prognostico muitas vezes desfavoravel (PAI,
WESTRA, 2009; RIVERA, 2015).

Com isso, pressupde-se que a iniciagdo e a progressao tumoral compdéem um
processo de muitas etapas e s&o dirigidas pelo acumulo de alteragbes genéticas e
epigenéticas que interferem no funcionamento do complexo sistema de reparo do

DNA, que envolve diferentes enzimas, genes supressores de tumor e oncogenes,
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gerando uma instabilidade gendémica que modifica drasticamente a maquinaria
celular (HSIEH;YAMANE, 2008; PAI; WESTRA, 2009; RIVERA, 2015)

Tais mutagdes podem ser dominantes ou recessivas. As mutagdes
dominantes levam a um ganho de fungao, podendo criar oncogenes que sao formas
mutadas de proto-oncogenes. Proto-oncogenes atuam na promog¢ao do crescimento
e divisdo de células normais; porém, na forma mutada, promovem o
desenvolvimento do cancer. As mutagdes recessivas levam a uma perda de fungao,
podendo alterar ou inativar genes supressores de tumor, cujos produtos normais séo
necessarios para inibir o crescimento celular e o ciclo de divisdo, prevenindo o
desenvolvimento do cancer. Atualmente as modalidades terapéuticas disponiveis
sd0 a cirurgica e a radioterapica para o tratamento loco-regional € a quimioterapia
para o tratamento sistémico (HSIEH;YAMANE, 2008; MARINUS, 2014; PAI,
WESTRA, 2009; RIVERA, 2015).

Como visto, agentes genotoxicos tais como tabaco, alcool e exposigédo a luz
UV podem causar danos ao DNA que, se nao reparados, resultam em uma série de
alteracdes que podem levar a morte celular ou ao desenvolvimento de um céancer
(CHRISTMANN; KAINA, 2013). Para contrapor os efeitos desastrosos que podem
ser causados por estes agentes, as células apresentam um sofisticado sistema de
reparo do DNA (DDR — DNA damage repair) que remove as lesdes presentes no
material genético e, assim, mantém a estabilidade genémica. Estes mecanismos
costumam ser altamente regulados em células sem exposicdo a estes agentes.
Entretanto, no caso de exposicdo aos agentes genotdxicos, este mecanismo deve
ser adequadamente ativado. Esta ativacdo envolve inumeras proteinas e fatores de
transcricdo. Um dos fatores de transcri¢cao ativados mediante danos no DNA é o NF-
kB (fator nuclear -kappaB) (HUANG et al., 2000). A ativagdo de NF-kB é mediada via
degradagao de proteinas inibitorias e sua subsequente translocagéo para o nucleo.

Um dos sistemas de reparo do DNA é conhecido por MMR (Mismatch Repair
system) ou reparo de bases mal pareadas. Este sistema € responsavel pela
substituicdo de bases ou insergbdes/ delecbes mal pareadas geradas pelo processo
de replicagdo do DNA ou por danos causados por compostos quimicos. Sendo
assim, suas proteinas encontram-se constitutivamente expressas em todas as fases
do ciclo celular. Um componente crucial do sistema MMR é o gene MutS-homoloque
2 (hMSH2), localizado em 2p22. A proteina hMSH2 reconhece bases mal pareadas

através da formacgéo de dois heterodimeros, sendo eles hMSH2-hMSH6 (MutS a) e
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hMSH2-hMSH3 (MutS B) (PEREIRA, 2013). O sistema MutS a é ativo no inicio da
via de reparo MMR. Nos seres humanos, os complexos heterodiméricos MutS a e
MutS B desempenham papéis essenciais no processo de reparo do DNA. Suas
fungdes podem ser distintas pelos erros que corrigem. O heterodimero (MutS a)
reconhece inser¢des de apenas uma base nitrogenada, enquanto os erros maiores
de duas a seis bases nitrogenadas sédo reconhecidos pelo complexo MutS (3. O
promotor do gene MSH2 é ativado pela exposicdo a luz UV e pelo fator de
transcricdo p53, considerado um fator induzido por agentes genotéxicos. De fato,
p53 é considerado um dos mais importantes fatores associados a ativacdo de
transcricdo de genes de reparo. Alteracdes deste fator estdo associadas ao
desenvolvimento de diversos tipos de canceres (BECKTA et al., 2014). A inativagao
dos genes do sistema MMR tem consequéncias biolégicas profundas, tais como a
produg¢do de um estado de hipermutacdo, que pode ser responsavel pelo
desenvolvimento de diversos tipos de cénceres (BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014;
MARINUS, 2014; RIVERA, 2015).

Diversos trabalhos mostram a interacdo entre a proteina hMSH2 e a via de
reparo por excisao de nucleotideo (NER — nucleotide excision repair). Fonseca e
colaboradores (2005), por exemplo, demonstraram a presenga de alteragdes
genbmicas e diminuigdo da expressao da proteina de reparo hMSH2 no sangue
periférico de pacientes com carcinoma mamario, durante o tratamento que fizeram
uso de regimes contendo agentes alquilantes frente a pacientes que nao
empregaram tais agentes em seu tratamento (FONSECA et al., 2005; MARINUS,
2014; PONTES et al., 2005; RIVERA, 2015).

A resposta da célula ao dano no DNA e a sua capacidade de manter a
estabilidade gendémica pelo reparo do DNA é, portanto, crucial a prevencédo da
iniciacdo e progressdo do cancer. Alteragbes nos genes de reparo também estao
associadas com a instabilidade dos microsatélites (MSI, do inglés Microsatellite
Instability) (BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014; HSIEH; YAMANE, 2008; LAWES;
SENGUPTA; BOULOS, 2003; MARINUS, 2014; PAI; WESTRA, 2009; RIVERA,
2015).

As regides microssatélites sdo formadas por um a seis nucleotideos
caracterizadas pelas repeticbes de suas sequéncias (mono, di, tri, tetra, penta e

hexanucleotideos) espalhadas em todo genoma (BAUDHUIN et al.,, 2005;
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BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014; HSIEH; YAMANE, 2008; LAWES; SENGUPTA;
BOULOS, 2003; MARINUS, 2014; PAI; WESTRA, 2009; RIVERA, 2015).

Por causa da sua natureza repetitiva, essas sequéncias estdo sempre sujeitas
a alteragdes frequentes no numero de repeticdes (BAUDHUIN et al.,, 2005;
BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014; HSIEH; YAMANE, 2008; MARINUS, 2014; PAI;
WESTRA, 2009; RIVERA, 2015).

As alteragdes nas regides de microssatélites adjacentes aos genes
supracitados poderiam gerar um desequilibrio entre ciclo celular e apoptose
caracteristico do desenvolvimento de neoplasias, acarretando a instabilidade de
microssatélite (BAUDHUIN et al., 2005; BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014; HSIEH;
YAMANE, 2008; MARINUS, 2014; PAI; WESTRA, 2009; WOODS et al., 2007). Por
consequéncia do exposto, a verificagdo de instabilidade de microssatélites
representa uma evidéncia indireta de que existe uma deficiéncia na ag¢ao das
proteinas de reparo causada pela presenca de mutagbes (BAUDHUIN et al., 2005;
BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014; LAWES; SENGUPTA; BOULOS, 2003; PAI;
WESTRA, 2009).

O Reparo do mau pareamento ou reparo de bases mal pareadas (MMR)
normalmente corrige a maioria destes erros de replicagdo destas regides repetidas,
e as taxas de mutagbes de microssatélites sdo significativamente elevadas na
auséncia de proteinas como hMSH2 e hMSH6. A perda de atividade entre hMSH2
ou hMSH6 resulta no acumulo de mutagdes somaticas em células tumorais e
resisténcia aos efeitos de muitos agentes genotoxicos ao DNA (BROUSTAS;
LIEBERMAN, 2014; MARINUS, 2014; RIVERA, 2015; WOODS et al., 2007).

Entretanto, a instabilidade gendmica e acumulo de mutagdes também podem
ser consequéncia nao apenas de alteragdes no sistema MMR, mas também de
processos inflamatérios. De fato, é sabido que espécies reativas de oxigénio e
outros mediadores potencialmente prejudiciais do sistema imunolégico podem
induzir a instabilidade genética e promover o aparecimento de mutacdes (PIRES et
al., 2018; SCHETTER; HEEGAARD; HARRISS, 2010).

Assim, inflamagdo crénica tem sido associada ao desenvolvimento de
diversos tipos de cancer. NF-kB, uma familia de fatores de transcricdo de expressao
ubiqua, é considerado o regulador-master da resposta inflamatéria e tem sido
associado com o desenvolvimento tumoral (KORNILUK et al., 2017; PIRES et al.,
2018).
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Para liberar o complexo NF-kB, vias de sinalizagdo pro-inflamatéria séo
ativadas por receptores de citocina, tais como receptor do fator de necrose tumoral
(TNFR), receptores de IL-1 (IL-1R), membros da familia de receptores toll-like
(TLR3, TLR4, TLRY7) e fatores de crescimento, como receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR). Uma vez ativado, os dimeros de NF-kB sé&o
translocados para o nucleo, onde ativam a expressédo de genes-alvo através de sua
ligagao os sitios kB presentes na regido promotora destes genes. Entretanto, NF-kB
pode ser influenciado por outros fatores de transcrigdo de forma que sua habilidade
de se ligar ao DNA e ativar genes alvo pode ser alterada. Assim, NF-kB pode
apresentar papel anti- ou pro-inflamatorio, dependendo do contexto biolégico
(BANDARRA et al., 2015; ZHANG et al., 2012).

Nesse contexto, vale ressaltar o papel do NF-kB e sua relagdo com os
mecanismos fisiolégicos, o processo inflamatorio e o cancer. Sendo assim, células
imunoldgicas inatas, como macrofagos e células dendriticas (DCs), dependem do
NF-kB para a secreg¢ao de citocinas pré-inflamatérias apds ativagéo do receptor de
reconhecimento de padrées (PRR). O NF-kB também é reconhecido como um
importante fator de transcrigdo anti-apoptético para células, como os neutrdfilos, e é
essencial para o desenvolvimento de linfécitos (KORNILUK et al.,, 2017;
LAWRENCE, 2009; PIRES et al., 2018).

Muitos trabalhos indicaram um feedback positivo entre ativacdo de NF-kB e
alguma sinalizagdo que favorece o desenvolvimento do tumor, como a regulagéo
positiva da ciclooxigenase (COX)-2, sintase de oOxido nitrico (NOS), citocinas
inflamatdrias, tais como IL-6, IL-8 e TNF e quimiocinas, tais como CCL2 e CXCLS.
Varios genes anti-apoptéticos, como BCL-2, BCL-XL e BIRCS (Survivin), séo
regulados positivamente por NF-kB (BOUCHERY et al., 2014; GUPTA et al., 2010;
PIRES et al., 2018).

Outro papel importante de NF-kB é a indugao de expressao de proteinas
como c-Myc e Cyclin D1. Além disso, a ativacdo persistente dele também foi
relacionada a resisténcia a quimioterapia e radioterapia através da inibicdo da
apoptose e estimulos de crescimento (BOUCHERY et al., 2014; GUPTA et al., 2010;
KORNILUK et al., 2017; PIRES et al., 2018).

Com tudo isso, o NF-kB pode ser considerado o principal regulador da
resposta inflamatéria e também estd associado ao desenvolvimento e patogénese

do céancer. Alguns dos canceres mais incidentes, incluindo o de mama, estdémago,
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leucemia e linfoma, foram descritos tendo NF-kB como um regulador chave de seu
desenvolvimento e progressao (COLOTTA et al.,, 2009; KORNILUK et al., 2017;
PIRES et al., 2018; RUAN et al., 2011).

Como visto, o desenvolvimento e progressao de neoplasias estao diretamente
associadas com o perfil genético do paciente. Diversos estudos tém utilizado o perfil
genético dos pacientes para confirmagao de diagnostico e avaliagdo de prognostico
e resposta ao tratamento (CHEN et al., 2017; LUZ et al., 2017), bem como para
compreender 0s mecanismos genéticos subjacentes a carcinogénese. Além do
mais, alteragdes na expressdao de genes de reparo do DNA ou pertencentes ao
processo inflamatorio tém sido associadas a susceptibilidade de desenvolvimento de
carcinomas e ao seu prognastico.

Entretanto, poucos estudos associam os fatores de risco para
desenvolvimento do CEC oral com a expressdao dos genes de reparo hMSH2 e
hMSH6 e do marcador inflamatério NF-KB em amostras tumorais. Dada a
importancia da estabilidade do sistema de reparo do DNA para a manutencao da
célula associada a seu fator de transcricdo e marcador inflamatério NF-KB e a
relevancia do CEC na saude publica, este estudo visou avaliar a expressao de
genes do sistema MMR (hMSH2 e hMSHG) e NF-KB em amostras de CEC e
associa-las a habitos de vida e caracteristicas demograficas.

1.1Objetivos
1.1.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo correlacionar a expressao dos genes
hMSH2 e hMSH6 e o fator de inflamagdao, NF-kB, em amostras de carcinoma
espinocelular (CEC), com sua ocorréncia e exposi¢ao aos fatores de riscos para seu

desenvolvimento, progresséao e localizagdo na cavidade bucal.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a associagao entre a expressao dos genes hMSH2, hMSH6 e NF-kB
em amostras de CEC
2. Determinar o perfil de expressao dos genes hMSH2, hMSH6 (sistema MutS a)

em amostras de CEC e em tecido saudavel;
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3. Avaliar a expressdo do componente inflamatério (NF-kB) em amostras de
CEC e em tecido saudavel;

4. Associar expressado dos genes hMSH2, hMSH6 e NF-kB com habitos de vida
(etilismo e tabagismo);

5. Correlacionar todos os achados de caracterizacdo da expressao de hMSH2 e
hMSHG6 e do NF-kB com achados clinicos e histopatoldgicos.
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2 PACIENTES E METODOS

Foi realizada uma investigagdo experimental no laboratério de Analises
Clinicas e Biologia Molecular da Faculdade de Medicina do ABC. Foram incluidas 32
amostras de CEC obtidas através de biopsias realizadas em pacientes com
diagndstico de cancer de boca. As bidpsias fixadas em formalina e emblocadas em
parafina foram microtomizadas e distendidas em |&minas para estudos histolégicos
de confirmagdo de diagnoéstico. Todas as amostras foram obtidas e pertenciam ao
acervo do laboratério da disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia
da Universidade de Sao Paulo (USP). Como as amostras foram obtidas de acervo
laboratorial, as questdes pertinentes ao tratamento dos pacientes nao foram levadas
em consideracao. Vale ressaltar que o presente trabalho teve aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa, CAAE: 0094.0.017.000-11.

Destes pacientes, foram levantados dados de fatores de riscos para o
desenvolvimento do CEC, tais como: faixa etaria, etilismo e tabagismo.

Amostras de tecido epitelial saudavel foram obtidas de 20 voluntarios, que
constituiram o grupo controle. Estes 20 voluntarios ndo possuiam histérico familiar
de cancer ou doencas inflamatérias € nem o habito de consumo de bebidas
alcoolicas ou fumo.

Extracao de RNA total: Com o auxilio de uma lamina de bisturi, 0 material
das laminas dos pacientes foi raspado completamente e transferido para um
microtubo. Para cada paciente, foram utilizadas trés laminas para obtencédo de
material inicial suficiente para a extracdo do RNA (PEREZ et al., 2017). O raspado
contido nos microtubos foi desparafinado com 1 mL de xilol. Apés a etapa de
desparafinizagéo, a extracao de RNA total foi realizada com o kit RNeasy® FFPE Kit
(Qiagen, cat. no 74404), seguindo as instrugdes do fabricante.

Amostras de tecido epitelial saudavel foram coletadas dos voluntarios por
raspagem do vestibulo bucal, realizada com o auxilio de uma ponteira de pipeta de
um (01) mL com a ponta cortada. Os voluntarios foram instruidos a friccionar com
pouca pressao as partes inferior e superior da gengiva. O material assim coletado foi
imediatamente homogeneizado no TRIzol (TRIzol LS Reagent, Thermo Fisher
Scientific cat. no. 10296-010, Waltham, MA, USA), seguido da extragdo de acordo

com as recomendacdes do fabricante.
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SINTESE DE CDNA: O CDNA DAS AMOSTRAS FOI SINTETIZADO UTILIZANDO
O KIT SUPERSCRIPT™ IV FIRST-STRAND SYNTHESIS SYSTEM
(INVITROGEN, CAT NO 18091200) UTILIZANDO RANDOM PRIMERS, A PARTIR
DE 0,5 uG DE RNA TOTAL.

Amplificagdo génica: Para a amplificagdo dos genes de interesse, foram
desenhados primers especificos com o auxilio do programa Primer3 Input 0.4.0
software (UNTERGASSER et al., 2012), disponivel e consultado no enderego
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/.

A sequéncia dos primers especificos foi checada quanto a sua especificidade
pelo programa Primer-BLAST (YE et al., 2012), disponivel no enderego
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast. A sequéncia de nucleotideos dos
primers desenhados e seus amplicons encontram-se descritos na Tabela 01.

As reacdes de amplificacdo ocorreram em um termociclador Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Os parametros ciclicos foram de um passo inicial de hot start a 95 °C por 10
min, seguido por 40 repeticdes de 95 °C por 15 seg e 60 °C por 25 seg.

As reacgdes de amplificacdo ocorreram em um volume final de 15 pL
contendo: 1X SYBR Green mix (Quantitec SYBR Green PCR kit, QIAGEN cat. no.
204054), 25 pmol de cada primer especifico e 2 yL cDNA (diluidos inicialmente 10X).

A curva de calibracdo para os genes sob estudo foi feita com diluices
seriadas de cDNA sintetizado a partir de 1 ug de mRNA da linhagem celular MCF-7
(cancer de mama nao metastatico). Na curva, foram utilizados 5 pontos, com fator de

diluicao de log10.
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Tabela 1 - Sequéncia e Amplicons dos genes estudados

GENE SEQUENCIA (5°- 3") AMPLICON
(bp)
NF-KB F — CTCTGTCATTCGTGCTTCCA 286
R- CATCCCATGGTGGACTACCT
hMSH2 F- CCTTGTAAAACCTTCATTTGATCC 157
R- ATCCAAACTGTGCACTGGAA
hMSH6 F- GAACATTCATCCGCGAGAAA 250
R- TGAGGGCTCATCACAAACTG
GAPDH F-GACCACAGTCCATGCCAT 148
R-CAGCTCAGGGATGACCTT

Os resultados da expressao de hMSH2, hMSH6 e NF-kB foram normalizados
pela expressdo do gene referéncia gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).
Para estimar a expressdo génica, foi utilizada a férmula 24V, para estimar a
diferenca de express&o entre os pacientes e controle foi utilizada a formula 2742<Y
(PFAFFL, 2001).

Analise Estatistica: Para descrever as variaveis qualitativas, foram utilizados
valores absolutos e relativos; para as quantitativas (Shapiro-Wilk, p>0,05) usou-se
meédia, desvio padrao, minimo e maximo. Para estudar a correlacdo da idade com as
variaveis de expresséo, utilizou-se o teste de Mann - Whitney. Entre as expressodes
com as variaveis sexo, etilista e fumante, foi feito teste t de Student. Para finalizar,
foi feita uma Correlagdo de Spearman entre as variaveis de expressao e a variavel
regidao de ocorréncia do carcinoma espinocelular. O programa estatistico utilizado foi
o Stata 11.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidas nesse trabalho 32 bidpsias de pacientes com CEC. Dessas,
04 foram excluidas por ndo conterem material tumoral suficiente nas laminas que
permitisse a extragcdo de quantidade minima de RNA total para as analises de
expressao génica.

Verificou-se que a média de idade dos pacientes incluidos foi de 51,4 anos,
com prevaléncia do sexo masculino (67,9%); 57,1% dos pacientes eram etilistas e
64,3%, fumantes. Com relagédo a localizagdo do CEC, verificou-se que a regido da
margem de lingua foi a mais acometida entre as amostras analisadas. A tabela 02
demonstra as caracteristicas dos pacientes analisados.

Tabela 2 - Caracteristicas das amostras

Variaveis n %

Sexo

Feminino 9 32,1

Masculino 19 67,9
Etilista

Nao 12 429

Sim 16 57,1
Fumante

Nao 10 35,7

Sim 18 64,3
Regiao

Base de lingua 9 32,1

Margem de lingua 11 39,3

Assoalho bucal 8 28,6

Média (dp) Minimo - Maximo

Idade 51,4 (12,9) 29,0-75,0

dp: desvio padréao.

A molécula de DNA é continuamente danificada por agentes genotdxicos
tanto de origem ambiental (como luz UV, radiagdo ionizante entre outras) como
intracelular (espécies reativas de oxigénio geradas pelo metabolismo) (BROUTSAS;
LIEBERMAN, 2014). Em células saudaveis, a integridade do genoma é assegurada
por uma resposta eficiente de uma rede de proteinas sinalizadoras que inclui vias de
checagem do ciclo celular e de reparo do DNA. Por outro lado, as células
cancerigenas surgem apos o acumulo de inumeras mutag¢des que |he confere

vantagens no crescimento e sobrevivéncia.
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A desregulagdo (tanto perda como ganho) de fatores associados ao reparo
do DNA podem levar ao acumulo de lesdes e instabilidade genética. Alteragdes
somaticas ou silenciamento epigenético dos genes de resposta aos danos no DNA
sdo comuns em diversos tipos de tumores (CURTIN, 2012). Com o intuito de
verificar se as amostras de CEC sob estudo apresentavam desregulacéo do sistema
MMR, foi realizada inicialmente uma avaliacdo da presenca de expressdao dos
genes-alvo nas amostras sob estudo e, em seguida, uma comparagao entre o perfil
de expressao dos genes-alvo nas amostras de CEC e nas amostras-controle.

Inicialmente, verificamos que as 28 amostras sob estudo (100%)
apresentaram expressdo de NF-kB, e tanto de hMSH2 como de hMSH6, o que
indica que em todos os casos o sistema MutS a estava ativado. Assim, foi realizada
a correlagdo entre os genes estudados. Ha correlacdo mediana e forte entre as
expressbes de NF-kB e hMSH2 (rho=0,570) e com a hMSH6 (rho=0,658),
respectivamente.

Existe também entre as expressdées dos genes de reparo hMSH2 e hMSH6
(rho=0,376). Todas essas correlagdes apresentam significancia estatistica, conforme
exposto na Tabela 03.

Estes resultados indicam uma co-expressao entre os genes hMSH2, hMSHG6
e NF-KB. Alguns estudos tém associado a expressao de hMSH2, hMSHG6 e p53, seu
fator de transcricdo (LEE et al., 2002; SHIN et al., 2002; HELAL et al., 2015).
Entretanto, até 0 momento nenhum estudo associou a expressao do sistema MutSa

com o marcador inflamatorio e fator de transcrigao NF-KB.

Tabela 3 - Correlagao entre as expressdes dos diferentes genes estudados

Variaveis hMSH2 hMSH6

rho p* Rho p*
NF-kB 0,570 <0,001 0,658 <0,001
hMSH2 - - 0,376 0,048

* Correlagdo de Spearman (p < 0,05).

Como pode ser observado na Figura 05, a expressao dos genes-alvo é

significativamente maior nas amostras controle do que nas amostras com CEC.
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Figura 5 - Comparagéao entre expressao do hMSH2, hMSH6 e NF-kB em amostras-
controle e de CEC
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Este resultado sugere que a supressado dos genes de reparo esta associada
ao processo de carcinogénese do CEC (BLASIAK et al., 2004; BROUSTAS;
LIEBERMAN, 2014; HSIEH; YAMANE, 2008; MARINUS, 2014; PAIl; WESTRA,
2009). A supresséao da via MMR de reparo do DNA esta associada ao aparecimento
de neoplasias malignas no colon, endométrio, estdmago, intestino e ovario,
caracterizando a sindrome hereditaria do carcinoma do célon-retal ndo polipoide
(HNPCC do inglés hereditary non-polyposis colorectal cancer) (BLASIAK et al.,
2004; BROUSTAS; LIEBERMAN, 2014; HSIEH; YAMANE, 2008; MARINUS, 2014;
PAI; WESTRA, 2009).

Em amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, a
baixa expressdao de hMSH2 esta associada com pior prognostico para o paciente
(PEREIRA, 2013). Segundo Helal et al., (2015), baixa expressao de hMSH2 esta
associada com tumores menos diferenciados (graus 2 e 3).

Como visto, neste trabalho foi encontrada expressdo menor de hMSH2 em
amostras de tumor quando comparadas com amostras de tecido saudavel.
Entretanto, n&o foi possivel acessar o grau de diferenciagdo dos tumores analisados
para a realizacado desta associagao.

NF-KB (fator nuclear -kappaB) €& considerado um fator de transcrigdo que
possui um papel central no desenvolvimento e progressao tumoral (PIRES et al.,
2018). Diversas evidéncias tém demonstrado que a ativagao persistente de fatores

de transcricdo inflamatérios como o NF-KB facilita o desenvolvimento tumoral
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através de varios mecanismos, tais como provendo vantagens proliferativas e de
sobrevivéncia e promovendo um quadro inflamatério associado ao tumor
(GRIVENNIKOV; KARIN, 2010). Sendo assim, a expressao elevada de NF-KB é
comumente encontrada em amostras de tumores.

Nas amostras de CEC aqui analisadas, a expressdo de NF-KB foi maior do
gue a encontrada para os genes de reparo (15,9 vezes maior do que hMSH2 e 3,3
vezes maior do que hMSHG6), o que indica um processo inflamatério ativo condizente
com a carcinogénese. Embora, a expressdao de NF-KB encontrada nas amostras
tumorais tenha sido menor do que a encontrada nas amostras controle (com
significancia estatistica), ndo ha significado fisiolégico para esta diferenca, uma vez
que diversos fatores influenciam na expressao deste marcador no epitélio bucal, tais
como microbiota, ingestdo de alimentos quentes ou acidos (CIESIELSKI et al., 2010;
HOOPER; WILSON, 2009; MAGER et al., 2005; MEURMAN; UITTAMO, 2008) e até
mesmo o préprio método de coleta de amostra utilizado neste trabalho.

Ao associar as expressdes dos genes estudados com estilo de vida (etilismo
e tabagismo) dos pacientes incluidos no estudo, verificou-se que a média de
expressao de todos os genes sob estudo € maior em pacientes etilistas (4,90 vezes
maior para hMSH2, 22,5 para hMSH6 e 31,0 para NF-kB) e tabagistas (23,0 vezes
maior para hMSH2, 1,9 para hMSHG6 e 4,75 para NF-kB), embora sem significancia
estatistica (Tabela 4). Wagner et al., (2016) também n&o encontraram associagao
entre a expressao dos genes do sistema MutS a (hMSH2 e hMSHG6) com o habito de
fumar em pacientes com CEC oral. Entretanto, os resultados desse estudo
demonstram que o hMSH6 mostrou-se elevado em pacientes etilistas com
significancia estatistica.

A maioria dos agentes genotdxicos como tabaco e alcool, entretanto, inibem a
transcricdo génica, principalmente em altas doses, condi¢do na qual os adutos de
DNA formados anulam os efeitos da ativagdo do sistema de reparo. Em baixas
doses, as alteragdes provocadas no DNA podem néo levar a ativagdo do sistema de
reparo. Desta forma, podemos considerar a queda da expressao dos genes das vias
de reparo como efeito colateral a exposi¢gdo a agentes genotoxicos como sendo
dose-dependente (CHRISTMANN; KAINA, 2013).

Dada a interferéncia da dose do agente genotdxico na ativagao do sistema de
reparo do DNA, fica evidente a necessidade de trabalhos que envolvam exposigao

(tempo e dose) aos agentes e ativagéo deste sistema.
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Expressdo aumentada de hMSH6 em amostras de CEC oral também foi
encontrada por Wagner et al., (2016). Estes autores, ao trabalharem com amostras
de CEC oral avaliadas por Tissue microarray e imuno-histoquimica, também
observaram co-expressdo de hMSH2 e hMSH6 (e, portanto, ativacdo do sistema
MutS a). Segundo os autores, amostras de CEC com expressdo aumentada de
MutS a apresentavam pior progndstico, e aquelas com expressdo ainda maior de
hMSH6 eram as com pior taxa de sobrevivéncia. Entretanto, ao contrario do
encontrado neste estudo, os autores ndao encontraram associagao entre expressao
aumentada de hMSHG6 e etilismo, habito de vida ndo avaliado em seu estudo. A
Tabela 04 mostra essa relacdo do CEC com o estilo de vida (tabagismo e/ou

etilismo) bem como a possivel expressao média dos genes-alvo.

Tabela 4 - Expressao média dos genes-alvo (2-ACt) em relagdo ao CEC e estilo de
vida (tabagismo e etilismo)

hMSH2 hMSH6 NF-kB
Tabagismo
Sim 0,069 (0,03-0,18) p**=0,17 0,328 (0,03 - 1,6) p**=0,55 0,019 (0,009- p**=0,33
0,09)
Nao 0,003 (001-0,006) 0,174 (0,03-1,5) 0,004 (0,001-
0,01)
Etilismo
Sim 1,03 (0,1-3,0) p**=0,69 0,45 (0,04-1,59) p**=0,05 0,31 (0,01-0,90) p**=0,33
Nao 0,21 (0,01-0,93) 0,02 (0,001-0,07) 0,01 (0,001-0,08)

**Teste t de Student

Para avaliar o efeito do consumo concomitante de alcool e fumo na expressao
dos genes-alvo, as amostras foram agrupadas conforme os habitos em N/N —
amostras de pacientes que ndo sao tabagistas e nem etilistas, N/S — amostras de
pacientes que tenham somente um dos habitos, ou seja, ou s6 s&o tabagistas ou s6
sdo etilistas e, finalmente, S/S — amostras de pacientes que sao tabagistas e

etilistas. Os dados de expressao podem ser encontrados na tabela 05 e figura 06.
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Tabela 5 - Valores de expressao dos genes-alvo de acordo com habitos de vida

N/N* N/S* S/s*
hMSH2 0,001 (x0,01) 0,236 (0,35) 1,036 (£2,71)
hMSH6 0,011 (0,018) 0,174 (+0,44) 0,60 (£0,94)
NF-kB 0,31 (£0,53) 0,383 (+1,05) 0,12 (£0,30)

*valores de expressdo medidos pela formula 2" + dpm.

A figura 06 evidencia a expressao média aumentada nas amostras oriundas
de pacientes que sao tabagistas e etilistas. Este resultado sugere que o acumulo ou
0 sinergismo de agentes nocivos tende a aumentar a expressdao de hMSH2 e
hMSH6 e que nesses casos nido € suficiente para a manutencdo do “status”
saudavel.

O tabagismo, como dito anteriormente, € considerado o principal fator de risco
para o desenvolvimento do CEC oral, seguido pelo consumo de alcool. Nossos
resultados, entretanto, demonstram que o habito de fumar n&o interfere de maneira
significativa nos genes sob estudo, devendo, portanto, afetar outras vias que levam
ao desenvolvimento do cancer. Ja o consumo de alcool, por sua vez, tem efeito na
expressdo do gene hMSHG6, cuja alteragdo esta associada a pior progndstico do
paciente. Diversos estudos propdem que o tabagismo associado ao etilismo pode
aumentar em até 40 vezes a possibilidade de ocorréncia do CEC em boca
(HASHIBE et al., 2007; KUMAR et al., 2008; TORRENTE, 2011). Assim, podemos
inferir que o consumo de alcool e habito de fumar interferem nas vias que levam ao
desenvolvimento do tumor, mas que, uma vez instalada a neoplasia, estes habitos ja
nao interferem no sistema de reparo de DNA, que se mostra ja suprimido ou
reduzido. Como as amostras-controle utilizadas neste estudo foram obtidas de
voluntarios sem os habitos de fumar ou consumir alcool, ndo pudemos neste
momento avaliar se ha alteracdo na expressao destes genes associadas ao estilo de
vida antes da instalacdo do tumor.

A expressao de NF-kB também se mostrou homogénea entre os pacientes de
acordo com o acumulo de habitos nocivos de vida, resultado que sugere que, uma
vez instalada a neoplasia, estes habitos n&do mais interferem na expressao deste

gene.
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Figura 6 - Relagcéo das expressdées do hMSH2, hMSH6 e NF-kB com o tabagismo
e/ou etilismo
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Considerando o local de aparecimento do CEC e a expressdo dos genes-
alvo, verifica-se que hMSH2 esta mais expresso nos tumores coletados na base da
lingua (2,57 vezes maior em relagdo a sua expressao detectada na margem da
lingua e de 180 em relagdo a sua expressao no assoalho bucal). h(MSHG6, por sua
vez, mostrou-se mais homogeneamente expresso em tumores coletados nos
diferentes locais, sendo que na margem da lingua mostrou-se 2,33 maior do que o
encontrado em tumores da base da lingua e com expressao equivalente (diferenga
de expressdo de 1,16) da encontrada em tumores do assoalho bucal. NF-kB, por
sua vez, mostrou-se mais expressos do que os genes do sistema de reparo em
todos os locais analisados, mas com expressao homogénea entre eles (Tabela 06 e
Figura 07).

Tabela 6 - Expressao média dos genes-alvo (2-ACt) em relagao ao local de
aparecimento do CEC

Gene Local do Tumor

Base da Lingua Margem da Lingua Assoalho Bucal

hMSH2 0,18 (0,003-0,37) 0,07 (0,002-0,34) 0,001 (0,0003-0,005) p=0,08
hMSH6 0,03 (0,005-0,10) 0,07 (0,02-0,5) 0,06 (0,007-0,37) p=0,79
NF-kB 0,98 (0,93-0,98) 0,82 (0,33-0,99) 0,88 (0,32-0,99) p=0,86

*Anova; expressao média xdpm
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Figura 7 - Expressdo média para cada gene em cada localidade da boca
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Estes resultados mostram que ha uma tendéncia a associagao entre o local
de desenvolvimento de CEC e expressao do gene hMSH2. Assim, se percebe que o
local mais afetado de ocorréncia de CEC, a base da lingua, também é o que
apresenta maior expressao de hMSH2. Embora todos os tumores avaliados tenham
apresentado perda de funcdo do sistema de reparo determinada pela comparagao
com amostras de tecido saudavel (amostras-controle), entre as localidades de
aparecimento foi verificada uma diferenca de expressao para hMSH2 com tendéncia
a significancia estatistica. Foi dito anteriormente que expressdo menor de hMSH2
estd associada a um pior prognostico para o paciente (HELAL et al.,, 2015;
PEREIRA, 2013).

Também é nessa localidade - base da lingua - que se verifica maior
expressdo do gene NF-kB. Nesse sentido, ressalta-se que o gene hMSH2 & um
dos componentes principais do sistema de reparo, uma vez que as mutacdes nos
genes do sistema de reparo de bases mal pareadas, dentre os quais estda hMSH2,
criam um ambiente propicio a transformagdo maligna, ao permitir que ocorram
mutagbes em outros genes, como em alguns genes reguladores do crescimento
celular, nos genes supressores tumorais ou, ainda, nos genes responsaveis pelo
reparo do DNA e que realizam a apoptose (BRASILEIRO JUNIOR, 2017;
COLOMBO; RAHAL, 2009; POLYAK, 2007; RIBEIRO et al., 2015).

Por meio da correlagdo entre a idade dos pacientes estudados e as
expressoes dos genes de interesse, observou-se correlagdo negativa entre a idade e
hMSH2, sem significancia estatistica (p= 0,564). Entretanto, para os genes hMSH6 e

NF-kB, houve correlagao positiva entre expresséo e idade do paciente (rho= 0,200 e
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rho=0,075) embora também sem significancia estatistica. Os resultados das
correlagdes entre expressao génica e idade dos pacientes, bem como a significancia
estatistica estdo descritas na tabela 07.

Tabela 7 - Correlagdo da idade dos pacientes com valores de expressao génica

hMSH2 hMSHG6 NF-kB
rho p* rho p* rho p*
Idade -0,113 0,564 0,200 0,307 0,075 0,702
*Correlagao de Pearson.

Variavel

Os resultados de expressao génica do sistema de reparo do DNA e NF-kB em
amostras de bidpsias de CEC ja parafinizadas representam importante avango, uma
vez que é demonstrada a possibilidade do uso de material blocado e laminado para
estudos moleculares (GLEZER et al., 2000; PEREZ et al., 2017).

O perfil epidemiolégico bem como a criagcdo de programas de saude
especificos para prevengao da ocorréncia, diagnostico precoce e tratamento do CEC
acontecem em decorréncia de estudos como esse, que elencam variaveis como
género, idade, etilismo, tabagismo e sua correlagdo com o aparecimento desse tipo
de lesdo em boca e sua localizagdo (DEUSDEDIT et al., 2016; PFAFFL, 2001).
Sendo assim, esse estudo esta em consonancia com achados na literatura que
afirmam ser a maior incidéncia do CEC acima dos 45 anos, com uma prevaléncia
maior no sexo masculino, e que demonstram que os principais fatores de risco para
0 cancer da cavidade bucal sdo o tabagismo e o etilismo (DEUSDEDIT et al., 2016;
INCA, 2014, 2018; PFAFFL, 2001; SANTOS et al., 2011).

Nesse estudo, mesmo que o género e a idade n&o tenham interferido na
expressédo dos genes de reparo e NF-kB, observou-se que o estilo de vida pode
influenciar no sistema de reparo de DNA e no NF-kB. As trés verificacbes se
mostraram mais aumentadas quando as amostras obtidas eram de pacientes
fumantes e consumidores de alcool. Importante ressaltar que entre os etilistas ha
expressivo aumento do gene hMSHG. Isso pode significar a origem de mutagdes no
Sistema de Reparo e ainda a relagédo com o transcrito inflamatério (GERMINI et al.,
2016; MARQUE, 2016).

Outra observacao importante foi a correlagao entre as expressdes dos genes
de reparo (hMSH2 e hMSHG) e o gene NF-kB. Essa correlagdo entre os genes da
familia MSH é explicado justamente porque essas proteinas (hMSH2 e hMSHG)
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formam o heterodimero MutSa e, esse, por sua vez atua em humanos no
reconhecimento de bases mal pareadas, principalmente G-T, e em locais de
insercdo ou delecdo de um ou poucos nucleotideos (BRASILEIRO JUNIOR, 2017;
COLOMBO; RAHAL, 2009; POLYAK, 2007; RIBEIRO et al., 2015; WANDERLEY et
al., 2017).

Entretanto, a correlacdo entre reparo e NF-kB pode elucidar o envolvimento
do componente inflamatério no sistema de reparo do DNA o que pdde confirmar
achados na literatura que sugerem que modular essa expressdo do NF-kB podera
ser essencial para o controle da neoplasia, do processo de envelhecimento da célula
e, sobretudo, da sua sobrevivéncia em importantes tecidos e 6rgaos (PENIAGO;
FERRARI, 2011; JENKINS, 2009).

Assim, se percebe que os habitos aqui verificados afetam principalmente a
base da lingua (local de maior exposi¢éo), ativando a transcrigdo de NF-kB (principio
inflamatorio) que por sua vez ativam o sistema de reparo do DNA (hMSH2 e
hMSH®G6). Tabagismo e o envolvimento do processo inflamatério afetando o sistema
de reparo do DNA ja foram reportados anteriormente. Entretanto, tal verificagao foi
mostrada usando-se método imunoistoquimico em amostras bucais de pacientes
saudaveis e fumantes (FERNANDES et al., 2007).

Mesmo que importantes resultados tenham sido mostrados, bem como
associacdes confrontadas com bases de dados cientificas relevantes, € preciso
relatar que o numero de pacientes estudados pdde limitar outros achados de
relevancia cientifica bem como evidenciar a eficacia e éxito da metodologia
proposta.

O CEC oral constitui um importante problema de saude publica e sua
incidéncia vem aumentando no Brasil e no mundo. Mesmo que sua prevaléncia
ainda seja maior em individuos homens e mais velhos, entre 50 e 60 anos, 0 mesmo
pode ocorrer em individuos jovens. Quando em mulheres, essas costumam aderir
menos ao tratamento, justamente pelas caracteristicas mutilatorias e sequelares que
esse pode assumir.

Sobre a localizagdo, muito embora a literatura indique uma maior prevaléncia
de ocorréncia em assoalho de boca, podendo ocorrer em outros sitios como a
lingua, labio, palato e demais estruturas intraorais, a pesquisa evidenciou uma maior

prevaléncia em base de lingua, inclusive demonstrando que se percebe que o local
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mais afetado de ocorréncia de CEC, a base da lingua, também é o que apresenta
maior expressiao de hMSH2.

Importantes fatores de riscos estdo envolvidos com a ocorréncia do CEC oral
e observou-se que o tabagismos e/ou etilismo constituem riscos eminentes para
esse tipo de neoplasia. Exposi¢ao solar e algumas tipagens virais do HPV também
poderao contribuir para essa ocorréncia.

Obviamente que um diagndstico precoce podera ser determinante para um
prognéstico mais positivo. Nessa perspectiva, exames intraorais minuciosos e
detalhados sdo de suma importancia para essa deteccdo e poderdo ser
determinantes para uma diminuicdo da taxa de mortalidade associada ao CEC oral.
Além disso, programas de saude que visem a diminuigdo de fatores de riscos em
niveis populacionais também impactardo na diminuigdo de ocorréncia.

Contudo, dentro desse panorama e levando-se em consideragao as etapas da
carcinogénese que envolvem o aparecimento do CEC oral é que se faz necessario
adequar novas metodologias que possam detectar genes envolvidos na
carcinogénese e na resposta ao tratamento, além da expressdo das proteinas
hMSH2 e hMSH6 e do componente inflamatério NF-kB, justamente para que se
possa ter uma detecgdo mais precoce e portanto um progndstico mais favoravel

além de um tratamento menos sequelar.
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4 CONCLUSAO

Os dados apresentados mostram que a perda de expressao de genes de
reparo pode estar associada com o desenvolvimento do CEC. Dentre as amostras
de CEC, observou-se que ha o aumento da expressao do gene hMSH6 no CEC de
pacientes etilistas e essa associagdo pode mostrar que estilo de vida, como o habito
de consumir alcool, pode afetar o sistema de reparo do DNA. Além do mais, esse
gene esta mais expresso quando o CEC ocorre em base da lingua quando
comparado a outras localidades de ocorréncia. Finalmente, foi demonstrada uma
correlagdo da expressao do gene NF-kB com os genes de reparo estudados,
evidenciando a possibilidade de que esse sistema pode ser ativado pela via

inflamatoria.
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Abstract

Among the types of cancers that may occur in the oral cavity, squamous cell
carcinomas of the mouth (SCC) have a higher incidence and are associated with
increased rates of morbidity and mortality. Among steps from the beginning to the
progression of the tumor, DNA Repair System is highlighted. The present study aims
to conduct a systematic review of the literature on the expression of the repair genes
hMSH2 and hMSHG6 in patients with SCC in the mouth and oropharyngeal region.
The search was performed in databases such as PubMed, Lilacs and Scielo and
included articles published in English from 1999 until 2015. The search in the above-
mentioned databases initially yielded 15 scientific articles related to the proposed
objective. After a detailed analysis of each of them, only 08 were included in the
present review, precisely because they met the inclusion criteria determined in the
method. All the reviewed works were unanimous in recognizing the veracity and
complexity of the Genomic Repair System, also called Mismatch Repair System
(MMR), confirming the participation of repair gene proteins (such as hMSH2 and
hMSHG6) in patients with oral cancer and even of lesions that are susceptible to

malignization.

Keywords: Oral carcinoma. DNA repair system. Squamous cell carcinoma.
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Resumo

Entre os tipos de canceres que podem ocorrer na cavidade bucal, os
carcinomas espinocelulares de boca (CEC) tém maior incidéncia e estdo associados
a maiores taxas de morbimortalidade. Entre as etapas de desenvolvimento e
progressao do tumor, destaca-se a atuagcdo do sistema de reparo de DNA. O
presente estudo tem como objetivo realizar uma revisdo sistematica da literatura
sobre a expressao dos genes de reparo hMSH2 e hMSH6 em pacientes com CEC
na regiao da boca e orofaringe. A busca foi realizada em bases de dados como
PubMed, Lilacs e Scielo e incluiu artigos publicados em inglés de 1999 a 2015. A
busca nas bases de dados mencionadas inicialmente resultou em 15 artigos
cientificos relacionados ao objetivo proposto. Apdés uma analise detalhada de cada
um deles, apenas 08 foram incluidos na presente revisao, justamente por atenderem
aos critérios de inclusdo determinados no método. Todos os trabalhos revisados
foram undnimes em reconhecer a veracidade e complexidade do Sistema de
Reparacédo Gendmica, também chamado de Mismatch Repair System (MMR),
confirmando a participagao de proteinas do gene de reparo (como hMSH2 e hMSHG)

em pacientes com cancer de boca e até de lesGes suscetiveis a malignizag&o.

Descritores: Carcinoma Oral, Sistema de Reparo de DNA, Carcinoma

Espinocelular.
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Introduction

The Brazilian Ministry of Health (MS) and the National Cancer Institute (INCA)
estimated a general increase in the incidence of cancer in Brazil for the years 2014
and 2015. This increase of new cases in Brazil can be attributed to increased aging
of the Brazilian population M, Estimates are published every two years and serve as
an instrument of management and policy in public health and for the area of
oncology. In this context, oral cavity cancer, recognized worldwide as an important
public health problem is highlighted. Worldwide, in the case of this type of cancer,
there were an estimated 300 thousand new cases with 145 thousand deaths for the

@3 For

year 2012, with the highest incidence of cancer being in the mouth and lip
Brazil, these figures correspond to an estimated risk of 11.54 new cases per 100,000
men and 3.92 per 100,000 women, which mean that estimates for 2014/2015: 11,280
new cases of oral cavity cancer ().

The main risk factors for this type of cancer are smoking, alcohol consumption,
HPV infections (type 16) and exposure to solar UVA radiation (lip cancer). Studies
have shown a greater risk in individuals who are smokers and alcohol consumers in
developing mouth cancer; therefore there is a synergism between these actions
associated with the risk of mouth cancer . Among the types of cancers that may
occur in the oral cavity, squamous cell carcinomas of the mouth (SCC) have a higher
incidence and are associated with increased rates of morbidity and mortality,
especially when it occurs in young people before the fourth and fifth decade of life,
decades in which there is a higher incidence .

Atypical and dysplastic cells emerge at first due to exposure to carcinogens; thus,

cells of the mouth and oropharyngeal region may evolve to malignization after
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exposure to smoking, for example, and then result in malignant neoplasms due to
genetic and molecular changes @), Many steps are observed from the beginning to
the progression of the tumor, highlighted among them is the moment in which genetic
and epigenetic alterations will interfere in the functioning of the DNA Repair System.
This complex Genomic Repair System is termed the Mismatch Repair System (MMR)
and even if the genes are susceptible to mutations, it is up to the MMR, through a set
of proteins that repair DNA genes, to recognize and correct such errors @ In this
context, there will be the participation of different enzymes, tumor suppressor genes
and oncogenes leading to the occurrence of genomic instability, transforming the
original cell ®®

In humans, the MutSa and MutS heterodimeric complexes play essential roles
in the DNA repair process. Their functions may be distinguished by the errors they
correct; errors involving only one nitrogenous base are corrected by hMSH2 and
hMSH6 (known as MutSa), while errors from two to six nitrogenous bases are
recognized by the hMSH2 and hMSH3 complex (known as MutSB). DNA repair
abnormalities produce a state of hypermutation, which may be responsible for the
mutations found in some types of cancer ).

The present study aims to conduct a systematic review of the literature on the
expression of the repair genes hMSH2 and hMSH6 in patients diagnosed with SCC

in the mouth and oropharyngeal region.

2. Methods
In this work, a systematic review of the literature was conducted. This type of
review, besides being considered a type of scientific investigation, allows the

inclusion of retrospective observational studies or experimental studies of recovery
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and critical analysis of the literature. The hypothesis raised for the search of primary
studies was the possible relationship between hMSH2 and hMSH6 gene expression
to repair cell mutation and SCC formation in the mouth and oropharyngeal region.
The search was performed in databases such as PubMed, Lilacs and Scielo,
between January and March of 2016. From these databases, only in PubMed were
papers found that fit and/or that would be related to the hypothesis raised. The
papers date from 1999 until 2015 and all are published in English. It is worth noting
that there was great difficulty in carrying out the research considering only the
proposed hypothesis. At first, the following terms were used to search for papers in
the PubMed database: 1) Gene Repair System (MMR), 2) Expression of the hMSH2
gene, 3) Expression of the hMSH6 gene, 4) Spinocellular or Epidermoid Carcinoma,
5) Oral Cavity, 6) Oropharyngeal region. After that, the above-mentioned terms that
were related for search expansion were concatenated using the terms (1) and (2)
and (3) or (1) and (2) or (3). In addition to listing the 03 (three) first items with the last
03 (three) being 4) and 5) and 6) or 4) and 5) or 6). The same search strategy was
used in the Lilacs and Scielo databases, but no results from these databases were
used because they were not as per the scope of the research. After the analysis of
papers, inclusion and exclusion criteria were established: papers that dealt with
retrospective observational studies or experimental studies of retrieval and critical
analysis of the literature were included. In these, it was observed whether
hypotheses were tested and whether the results presented were from primary
studies; furthermore, it was observed whether they met the objective proposed by
this research. After this meticulous critical analysis, the papers included were the
ones that best answered the research question, being systematized with respect to

relevance to the proposed study.
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3. Results

The search in the above-mentioned databases, initially, yielded 15 scientific
papers related to the proposed objective. After a detailed analysis of each of these
papers, only 08 papers from the 15 initially collected were included in the present
review, precisely because they met the inclusion criteria determined in the method

(Figure 1). The description of these papers included is shown in Table 1.

4. Discussion

In the case of oral cancer, more specifically squamous cell carcinoma, its
incidence and occurrence have been observed to have a major impact on public
health and that these may be more frequent in countries such as India, Thailand and
Yemen, where said cancer is present in the population in a significant percentage (®-
11).

The findings that relate the main risk factors and their relationship with the
occurrence of this cancer were also evidenced in some studies, which highlight and
confirm some habits such as smoking, alcohol consumption and exposure to solar
radiation as being the main risk factors for the development of the disease ).

Jha et al."" still intensify these factors when found in a young population
between the third and fourth decades of life, the latter being characterized as being a
population at greater risk for the occurrence of the disease.

All the reviewed works were unanimous in recognizing the veracity and
complexity of the Genomic Repair System, also called Mismatch Repair System
(MMR), confirming the participation of repair gene proteins (such as hMSH2 and
hMSHG6) in patients with oral cancer and even of lesions that are susceptible to

malignization &%),
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To test the participation of hMSH2 and hMSHG6 repair genes, some authors
used immunohistochemical analysis as the technique, which evidenced the presence
of different levels of these proteins, in different oral lesions prone to malignancy

and/or malignant oral lesions, with variable laboratory and clinical significance

(12,14,15)

Thus, Pimenta et al. ©, through this evaluation, verified that there is, even if reduced,
a small expression of the hMSH2 protein in oral lichen planus when compared to
normal oral mucosal epithelial tissue; this reduction of expression may suggest a
greater susceptibility of lichen planus to mutation and, therefore, to differentiate into
oral squamous cell carcinoma. However, Jessri et al. ' emphasize that this type of
immunoexpression is an important tool in the diagnosis and classification of oral
lesions; according to the authors, hMSH6 is expressed with a certain relevance in
definite squamous cell carcinomas, and that this differentiated expression could be
used as biomarkers of severity and staging of the oral disease. Furthermore, it could
determine the differential diagnosis between some oral lesions with malignant
potential. The same authors indicate in a novel study that expressions of both
hMSH2 and hMSH6 are lower in oral dysplasia and even in squamous cell
carcinomas when compared to normal epithelial tissue, a result that corroborates
with a more accurate diagnosis in the differentiation of these lesions 4.

Lopes et al. ' reinforce the participation of the hMSH2 protein in addition to
p53 and p21 in these types of oral lesions and emphasizes the participation of
hMSH2 mainly in the early stages of carcinogenesis in the labial region.

In their study, Sanguansin et al. '”) reported that microsatellite instability may
be related to hMSH2 and hMLH1 gene mutations in oral squamous cell carcinomas.

According to authors, these findings could be important tools both in the clinical
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follow-up of these lesions as well as in the treatment prognosis, since they could be
used as biomarkers helping to define the pathological clinical characteristics of these
lesions.

Some studies demonstrate the participation of repair system proteins in oral
lesions by genotyping. Jha et al. ™", in a comparative case-control study, identified a
higher frequency of hMLH1 polymorphisms in patients with squamous cell lesions
and who were smokers than in healthy controls, which led the authors to suggest this
technique also be used to screen the population at risk for developing the disease.

Xu et al. ¥

, in turn, identified SNPs in repair genes associated with cancer
susceptibility in salivary glands whose genetic effects were linked to the histological

subtype in which they were found.

5. Conclusions

Mouth cancer is an important public health problem and its occurrence is
increasing worldwide. Some risk factors for its development are already well defined,
such as smoking, alcohol consumption and exposure to solar radiation. Other factors,
such as the age group with the highest incidence as well as gender predilection are
still debatable. With the advancement of molecular biology techniques, people have
increasingly been trying to propose studies and experiments that describe the
complexity of the intrinsic mechanisms that occur in the cellular processes of the
Genomic Repair System or Mismatch Repair System (MMR). Thus, some validation
techniques were observed for NMSH2 and hMSHG6 repair gene expression in patients
with an SCC diagnosis in the mouth and oropharyngeal region, underscoring 03
types among them: immunohistochemical analysis, genotyping and microsatellite

instability tests.
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All these types of analysis show expressions of these genes to a lesser and
greater degree, with strong laboratory and clinical significance that could even serve
as biomarkers that can define the stage, complexity, prognosis and clinical follow-up
of the lesion. What was not observed, as a validation test of hMSH2 and hMSH6
gene expression, was the use of RNA isolation of paraffinized material from
histological slides.

In addition to being a new methodology for the validation of hMSH2 and hMSHG6
expression in squamous cell carcinomas in the oral and oropharyngeal region, this
technique may be of great value for studies of gene expression not only on an
experimental basis but could also be used as a biomarker, improving the diagnosis,

prognosis, stage determination and orientation of the clinical follow-up of the lesion.
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Table 1 Articles included in the systematic review of the literature

Year of
Type of | Laboratorial
Author Publicatio |Journal Conclusion
study Method
n
Early diagnosis in stages | and
Il corresponds to a 5-year
survival rate, much higher
when compared to more
advanced stage Ill and IV
lesions. Surgical treatment of
this disease remains the basis
Critical of treatment. Other therapy
Sciubba. Am J Clin
2001 Literature - options include radiation and
JJ. ® Dermatol.
Review chemotherapy and can be

used adjunctively or
palliatively. The main finding is
that early detection of
asymptomatic oral cancer in
early stages has a good
prognosis and a significant

cure rate.
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Pimenta

etal. ©

2004

Int J Med

Sci

Prospective
study (case-

control)

Immunohistoch

emical analysis

The aim of the study was to

compare the

immunolocalization of hMSH2

between oral lichen planus

and normal oral mucosa

epithelium. The authors

concluded that reduced

expression of the hMSH2
protein in oral lichen planus
makes it more susceptible to
mutation and, therefore, to the
development of oral

squamous cell carcinoma.

Sanguansi

netal. (9

2006

J Exp
Clin Cancer

Res

Comparative
and
prospective

study

Microsatellite
molecular
instability

testing

The authors concluded that
even though oral cancer is
one of the most prevalent in

Thailand, assessing the

mutations of the hMSH2 and

hMLH1 gene, microsatellite

alterations, and the

association between these

changes and the

clinicopathological
characteristics of oral

squamous cell carcinomas
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(SCC) may be an important
step for the clinical follow-up
of oral cancer treatment; this
because it could be used as a
biomarker for prognosis and
treatment since 34.4% of the
samples

presented

microsatellite instability (MI).

Genotyping
(Group of | The results suggest that the
cases) and | hMLH1 - 983 A> G
Polymerase polymorphism is associated
Prospective |chain reaction —|with the increased risk of
Jha et al.
) 2013 Gene study (case-|restriction tobacco — related OCS in
control) fragment length |Asian Indians and may be
polymorphism | useful in screening
(PCR-RFLP) populations at higher risk.
(Control
Group).
The results suggest a
Comparative diagnostic role for the
Jessri et J Clin|and Immunohistoch |immunoexpression of hMLH1,
al. 12 2015 Pathol. prospective |emical analysis |[hPMS2 and hMSH6 in the
study classification of individual oral

lesions, and preferably
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combined as a panel. The
immunoexpression of hMSH6
distinguished particularly CIS
samples. In these findings,
one can  perceive an
independence from the
statistical model used to prove
its significance and, once
validated, would be of direct
relevance to clinical
pathologists as applicable
biomarkers of oral disease
severity to decrease the
possible diagnostic ambiguity
between the more severe
degrees of OED, CIS and

early invasive OSCC.

Xu et al.

(13)

2015

PLoS One

Prospective
study (case-

control)

Genotyping.

NanoDrop

Spectrophotom

eter (Thermo-

Fisher,
Wilmington,

DE)

and

confirmed using

Analysis of 415 SNPs in 45
DNA repair genes revealed
that  two SNPs were
significantly associated with
the risk of SGC after
Bonferroni correction, role in
the carcinogenesis of salivary

glands. The variant allele (A)
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the PicoGreen
assay (Life

Technologies,

Carlsbad, CA).
Qualified DNA
samples were

then genotyped
using lllumina
HumanCoreExo
me Beadchips
(Mlumina, San
Diego CA).
Genotyping was
performed on
the lllumina
iScan system in
the Sequencing
and Microarray
Facility at the
MD  Anderson
Cancer Center.
Lists of genes
of DNA DSB
repair pathways

were obtained

of SNP rs3748522, located in
the intronic region of RADS2,
was associated with increased
risk of SGC.

Interestingly,

subgroup analysis showed
that the association of RAD52-

rs3748522 with risk of SGC

was the strongest in
mucoepidermoid  carcinoma,
while the association of

XRCC4-rs13180356 with SGC
risk was the strongest in cystic
adenoid carcinoma. It was

also evident that XRCC4-
rs13180356 was associated
with risk of SGC in women,
but not in men. Also, the
interaction of this SNP with

age was significant.
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from the NCBI

Biosystem

database.

The authors concluded that

the expression of hMLH1,

hPMS2 and hMSH2 was
reduced in minor dysplasias,
Oral Surg |Exploratory
major dysplasias and
Jessri et Oral Med and Immunohistoch
2015 squamous cell carcinomas
al. ™ Oral Pathol |comparative |emical analysis
compared with normal. Thus,
Oral Radiol. | study
they indicate that the results
suggest a diagnosis of oral
epithelial  dysplasias and
squamous cell carcinomas.
The present study reinforces
the hypothesis that changes in
the immunoexpression of p53
and p21 proteins are related to
Comparative
Arch labial carcinogenesis. In
Lopes et and Immunohistoch
2016 Dermatol addition, it reports that h(MSH2
al. ¥ prospective |emical analysis
Res. and p53 proteins appear to be
study

interrelated at the early events

of this process, although

changes related to p21

expression appear to be an
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isolated and independent

event.
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junho de 2017
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complctcly and traasfemed 10 a 2 sl suicsotube with Bie aid of 2 scalpel shide, sequiring & least theee slides for
cach sample 10 obtaim an adequale amount of matenal W porfons Bie extractivn. After scraping of slades, e
solation of wtal RNA was porformad with the RNcasy® FFPE K& (Qugen, Valkesca, CA, USA) and xylene
was usod as depanaflaizason agent. The steps outhined in e kit protocal were followed closdly.

The ¢DNA of the samples was syathesizod using the SuperScripe® T Reverse Trmscrptase ke
(Inverogen, cat 8o 1 1752050, following the manufacourer’s peotocol), wsmg random primerns, and subjected 10
RT-gPCR in the Appliad Busysicne® 7500 Real-Time PCR Systons (Apphod Biosystems, Foster Cay, CA,
USA) for the amplificaton of a 145 dp flagment of the cadogenows gene GAPDH. The RTQPCR was
peepared 0 & final volume of 1S pl contaming 1X SYBR Geees mux (Quastsce SYBR Groen PCR
ki, QIAGEN cat so. 208054), 10 pool of each specific poimer (F-GACCACAGTCCATGOCAT and
RLAGCTCAGGGATGACCTT) and 2 pl ¢DNA. The prmer wis designed with the help of the soltware
Primer3 Inpat 040 software, available st hitp 'frodo wi sut oduprimerd. The sequence was chockad for
specificity by the Primer-BLAST peogram, available st hapcdwww ncha alm adh gov tools primser-blast. The
MCF7T cells ¢cDNA amplification was wod & reaction standesd R comparison of amplification paticns and
mclt curve The cyclic parssscterns were as intial hot start step ot 95°C for 10 min, Sollowad by 30 sepetitions of
95°C for 15 sec and 60°C for 28 sex

The concentration sad quality of RNA odtained wore messured in NanoVee®. The meaa coacontration
of RNA extractiod was 095 gl ranging froes 0025 gl 10 4.9 sl depending on Sie amoust of biological
suterial available A260VA2ED adumordbance ratio odtamod with these samples averaged | 46, nngag from
098 w 184 The average A260VA280 rateo fow FFPE tssoc is 147, close to the average value obtained in ths
study (6]

® e - —

- - - - - - -
— B

Figere L. a) Meltng crve of GAPDH asrplification s all CEC samplen. b) Amplfication Mot of GAPDH gese Curve
of exprossos = blse bolongs 1o stndard carve (MCET). All of the others boloag to CEC samples.
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Bocause RNA fioes FFPE samples docs not have the same qualy as RNA from fredh samples, it &
possible that @e poly-A tad of the ransenpt & not it [7] For this resson, revense Sansrplon wis
porfonmed with radoes poimers s an alemative 10 olgo-dT. The mek amplification and curve graphs of e
samples sad the MCF7 (s Bue) are shown in Figere 1. The melt semperatures (around $7°C) are similar
Between all samples and standerd (MCFT colls), showing that the amplifiad peoduct is the same

Akbough RNA exracied Som bodh panaflia cmbodded and shde-laid matenal docs st have the same
A260/A230 shsarbance ratio of fresh samples, amplificaton of the endogenows GAPDH gene wis satisfhciey
for all samples. For tis resson, the adaptation of the peotocol of RNA extrxction from FFPE tesues lad on
Mstological shdes proved to be efficiont 10 obtain adoquane matcrnial for gose expresson studics.

MMP: desgned the stady and performad all expenments; ALAF sad FP. provided all CEC Mological samples
ad desgned Bie study, BB, FLAF and BCAA: analyzed @ie results snd peepared the masuscrpt. The faal
Bunscnpt wis read and appeoved by all audors.
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Your Abstract Title is:
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