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RESUMO

Fernandes LG. Andlise da expresséo génica das proteinas de choque térmico 60 e
70 e dos receptores Toll-like 2 e 4 em diferentes graus de displasia em portadores
de queilite actinica e carcinoma epidermoide de labio [tese]. S&o Paulo:
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Corrigida.

A queilite actinica (QA) é a desordem potencialmente maligna oral mais frequente e
precede a maioria dos casos de carcinoma epiderméide (CEC) de labio em
pacientes ndo fumantes. Acomete principalmente individuos do género masculino,
leucodermas, acima dos 40 anos, com histérico de exposi¢cdo cronica a radiacao
ultravioleta (UV). O objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo génica das
proteinas de choque térmico (HSP) 60 e 70 e dos receptores Toll-like 2 e 4 com
lesbes de QA e CEC de labio por meio de RT-PCR em tempo real, a partir de
amostras coletadas durante o procedimento cirdrgico de biopsia incisional.
Conduziu-se um estudo caso-controle com 40 pacientes portadores de QA e 6 com
CEC de labio, submetendo o material de bidépsia aos procedimentos laboratoriais de
analise histopatolégica e de extracdo de RNA para estudo da expressao dos TLR e
das HSP por meio da técnica de RT-PCR em tempo real. Foram excluidas 7
amostras ap0s o processo de extracdo de RNA e outras 15 amostras apos a
amplificacdo por PCR em tempo real, modificando a casuistica para 18 amostras de
QA e 6 de CEC de labio. Os resultados foram analisados pelo método CT
comparativo, pelo teste Shappiro-Wilk e pelo teste T-Student. Houve maior
expressao da HSP60 e TLR4 na QA em relacdo ao CEC de labio, porém n&do houve
diferenca estatisticamente significativa (p>0.05). J4 a HSP70 foi mais expressa na
QA do que no CEC de labio com diferenca estatisticamente significativa (p=0.034) e
0 TLR2 mostrou-se mais expresso no CEC de labio do que na QA, também com
diferenca estatisticamente significativa (p=0.003). Houve correlagao significativa
entre 0 aumento da expressao da HSP70 e os habitos de tabagismo e exposicéo
solar crénica em pacientes com QA. Estudos mais aprofundados sdo necessarios,
visto que ndo se encontram outros publicados com esses genes em QA e CEC de

labio até a presente data.

Palavras-chave: Queilite actinica. Carcinoma epidermoide de labio. Receptores Toll-

like. Proteinas de choque térmico. RT- PCR em tempo real.



ABSTRACT

Fernandes LG. Analysis of the gene expression of heat shock proteins 60 and 70
and Toll-like receptors 2 and 4 in different degrees of dysplasia in patients with
actinic cheilitis and lip squamous cell carcinoma [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Corrigida.

Actinic cheilitis (AC) is the most frequent oral malignant disorder and precedes most
cases of lip squamous cell carcinoma (SCC) in nonsmoking patients. It mainly affects
males, fair skinned, older than 40 years, with a history of chronic exposure to
ultraviolet (UV) radiation. The objective of this study was to evaluate the gene
expression of the heat shock proteins (HSP) 60 and 70 and the Toll-like receptors 2
and 4 in AC and lip SCC lesions through the real time RT-PCR, from samples
collected during the surgical procedure of incisional biopsy. A case-control study was
conducted with 40 patients with AC and 6 with lip SCC, and the biopsy material was
submitted to laboratory procedures of histopathological analysis and extraction of
RNA to study the expression of TLR and HSP through the real-time RT-PCR
technique. Seven samples were excluded after the RNA extraction process and
another 15 samples after real-time PCR amplification, modifying the sample to 18 of
AC and 6 of lip SCC. The results were analyzed using the comparative CT method,
the Shappiro-Wilk test and the T-Student test. There was higher expression of
HSP60 and TLR4 in the AC in relation to the lip SCC, but there was no statistically
significant difference (p> 0.05). HSP70 was more expressed in AC than in lip SCC
with a statistically significant difference (p = 0.034) and TLR2 was more expressed in
lip SCC than in AC, also with a statistically significant difference (p = 0.003). There
was a significant correlation between increased HSP70 expression and smoking
habits and chronic sun exposure in patients with AC. More extensive studies are
needed, as there are no others published with these genes in AC and lip SCC lip until
this date.

Keywords: Actinic cheilitis. Lip squamous cell carcinoma. Toll-like receptors. Heat
shock proteins. Real time RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

As desordens potencialmente malignas compdem um grupo de condicdes e
lesGes epiteliais com risco importante de transformacdo maligna (1). Estas
desordens incluem diferentes entidades, sendo, no Brasil, a mais frequente delas a
queilite actinica (QA). Esta lesé@o afeta principalmente o labio inferior de individuos
do género masculino, que sofreram exposi¢ao solar cronica, leucodermas acima de
40 anos.

A exposicao crbnica a radiacao solar ultravioleta (UV) é considerada o fator
etiologico da QA. A radiacdo UV é classificada como nao ionizante e distinguida em
trés classes de acordo com seu comprimento de onda: UVA, UVB e UVC. A UVA
penetra profundamente na pele e é responsavel pelo fotoenvelhecimento, a UVB
pode causar queimaduras na pele e alteracdes mutagénicas no DNA, e a UVC é
praticamente toda absorvida pela camada de ozénio (2).

Talvez a QA seja a lesdo oral potencialmente maligna mais negligenciada,
pois seus sinais clinicos sdo muitas vezes confundidos com sinais do
envelhecimento natural dos individuos e os profissionais de saude, principalmente
cirurgides-dentistas, ndo sao treinados para observar 0s sinais da lesdo e
diagnostica-la precocemente ou simplesmente ignoram os labios durante o exame
clinico. Junta-se a isso o fato de a maioria dos pacientes ser assintomatica e nao
procurar ajuda ou orientacao profissional (3).

Embora a grande maioria das lesdes de cancer de labio em pacientes nao
fumantes decorrerem da evolugdo maligna de QA, ainda n&o existem dados
conclusivos sobre a sua taxa de transformacéo maligna. O interesse em seu estudo
consiste no fato de se tratar de uma lesédo bastante frequente e teoricamente
evitavel ou passivel de bom controle.

Clinicamente o labio pode apresentar atrofia, ressecamento, perda do limite
vermelhdo-pele, eversdo do sulco sublabial, manchas eritematosas, acastanhadas
ou leucoplasicas, fissuras, placas, crostas, erosoes, e até mesmo Ulceras. No exame
histopatolégico € possivel observar no epitélio acantose, hiperqueratose, atrofia e
displasia, e no conjuntivo processo inflamatorio perivascular e elastose solar (4).

Apesar do grande numero de trabalhos publicados a respeito da QA e do

CEC de labio, os mecanismos envolvidos e a sequencia de eventos ainda carecem
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de esclarecimento. Os TLR s&o mediadores centrais na resposta imune inata e
adaptativa, estando fortemente associados a patogénese de doencas inflamatérias
cronicas e autoimunes e, consequentemente relacionados a muitas doencgas de
pele, entre elas, injurias pela radiagcdo UV (5). Sabe-se também que os TLR tem
importante papel na regressédo e promocao do cancer (6,7). A radiacdo UVB
estimula a supra-regulacdo das HSPs dos queratinOcitos expostos a sua acao. As
HSPs séo capazes de se ligarem aos receptores TLR 2 e 4 e estimulam o curso da
interleucina-1 (IL-1) nas células dentriticas. Essa sinalizacdo induz a producao de
citocinas imunosupressivas, como a IL-10. Possivelmente esse mecanismo possa
explicar o papel adicional da radiacdo UVB no desenvolvimento do cancer junto ao
seu efeito mutagénico. No campo das pesquisas moleculares, ndo ha estudos
acerca dos receptores Toll-like (TLR) e das proteinas de choque térmico (HSP)
sobre essas lesbes especificamente, tampouco alguma correlagdo entre elas nesse
sentido.(8,9).

Esses aspectos nos levaram a desenvolver a presente pesquisa buscando
contribuir com o conhecimento sobre a interagcdo desses mediadores da resposta

imune no contexto dos casos de QA e CEC de labio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Queilite actinica

A queilite actinica (QA) € uma desordem potencialmente maligna que afeta
os labios, principalmente o inferior devido a sua localizacdo anatémica naturalmente
mais exposta a radiacdo solar (10). A etiologia da QA esta diretamente relacionada a
radiacdo ultravioleta (UV) dos raios solares que apresentam potencial de provocar
mutacdes no DNA, elevando assim o potencial carcinogénico nos tecidos a ela
expostos (11).

Comumente os individuos mais afetados sdo homens acima dos 40 anos,
leucodermas, que exercem profissdes que exigem exposicao solar frequente como
pescadores, agricultores e outros trabalhadores rurais, motoristas, engenheiros,
topOgrafos, pedreiros, carteiros e outros. A melanina constitui protecdo natural
contra a radiacao UV, o que explica a reduzida ocorréncia de QA em melanodermas
(10,12,13).

Os labios sdo mais suscetiveis a radiacdo tanto por sua localizacdo ser
propicia a incidéncia dos raios UV, quanto devido a espessura epitelial delgada e
menor protecdo de queratina em relacdo a pele. Além de contar com menos
melanina e quase nenhuma secrecdo por parte das glandulas sebaceas e
sudoriparas, diferente do que ocorre na pele. Sendo assim, os individuos de pele
clara sdo mais propensos a desenvolver QA e CEC de labio (4,10,14,15).

H& pouco tempo acreditava-se que mulheres sdo menos afetadas que
homens devido ao fato de usarem batons, o que poderia funcionar como uma
barreira protetora contra os raios UV, porém estudos recentes mostram que essa
diferenca pode estar associada a um fator protetor hormonal relacionado ao
estrogeno (16).

A QA em geral manifesta-se em toda a extensdo do labio inferior, e pode
apresentar sinais diversos como atrofia, perda de elasticidade, ressecamento,
fissuras, edemas e descamacdo. Na maioria dos casos € assintomatica e pode
evoluir lentamente ao longo dos anos, proporcionando a falsa impressao de que o

labio apresenta caracteristicas modificadas pelo do avanco natural da idade. Com o
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passar do tempo, o labio vai perdendo o limite entre vermelhdo e pele adjacente,
com enrijecimento ou espessamento dessa regido e ocorre a eversao do sulco
sublabial inferior. Também s&o caracteristicas importantes manchas eritematosas,
brancas e acastanhadas, placas brancas, sangramento, crostas, erosées e Ulceras.
O aspecto do l4bio ndo é, em geral, uniforme, podendo apresentar alguns dos sinais
citados em diferentes partes do mesmo (4,10,14). Algumas dessas caracteristicas
estéo presentes na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Labio diagnosticado com queilite actinica (QA) apresentando ressecamento, atrofia,
perda do limite vermelh&do-pele, manchas eritematosas, placa branca, leve eversdo do
sulco sublabial

Ao exame histoldgico, a QA pode apresentar epitélio escamoso estratificado
com areas de acantose e outras de atrofia. A camada de queratina pode ter aumento
variado e no tecido conjuntivo préximo ao epitélio é observada a degeneracao
basofilica amorfa das fibras elasticas e coldgenas do colageno provocada pela
radiacdo UV, chamada de elastose solar como é mostrada na Figura 2.2 (11,17). Os
tipos mais afetados pela degradacéo séo os colagenos | e Il (4,14,18). Apenas 5 a
10% da radiacdo UV é refletida pela pele e mais de 70% é absorvida, o labio

absorve ainda mais por ser menos espesso, sendo assim a elastose solar talvez se
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instale no sentido de promover algum tipo de protecdo para os tecidos mais
profundos (19,20).

Também é possivel notar a presenca de discreto infiltrado inflamatério
adjacente ao epitélio, composto por linfocitos e eventualmente plasmaocitos. Vasos

sanguineos dilatados também podem ser encontrados.

Figura 2.2 — Corte histolégico corado em hematoxilina-eosina (HE), com aumento em 10x, mostrando
epitélio pavimentoso estratificado, hiperortoqueratinizado, nota-se ainda tecido conjuntivo
denso apresentando extensas &reas com degeneragdo basofilica caracterizando
elastose solar, conforme apontado na seta.

As displasias epiteliais constituem alteracbes arquiteturais e citologicas
importantes e foram classificadas pela OMS em displasia leve, moderada e intensa.
O critério sugerido para a classificacdo de uma displasia discreta é a alteracéo
arquitetural restrita ao terco inferior do epitélio acompanhada por atipia citoldgica.
Para displasia moderada é preciso que haja alteracdes arquiteturais estendendo-se
ao terco médio do epitélio. Para displasias intensas os critérios sdo alteracdes
arquiteturais em mais de dois tercos do epitélio associadas a atipias citoldgicas (21).

Sao consideradas alteragbes arquiteturais: estratificacdo epitelial irregular,
perda da polaridade das células da camada basal, projecdes epiteliais em forma de

gota, aumento do namero de figuras de mitose, mitoses anormalmente superficiais
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(mitoses altas), queratinizacdo prematura em células isoladas (disqueratose),
pérolas de queratina nas projecdes epiteliais. As alteracdes citologicas sdo: variacao
anormal da forma do nucleo (pleomorfismo nuclear), variagdo anormal de tamanho
da célula (anisocitose), variacdo anormal da forma da célula (pleomorfismo celular),
proporcao nucleo/citoplasma aumentada, aumento do tamanho do ndcleo, figuras de
mitoses atipicas, numero e tamanho de nucléolos aumentados, hipercromatismo
(22).

Apesar desses critérios, a avaliacdo das displasias ainda € subijetiva,
podendo variar de acordo com cada patologista. Alguns estudos sugerem que a
evolugcdo do carcinoma néo esta associada com nenhum tipo particular de displasia
(21,23,24).

Existem algumas modalidades para o tratamento da QA, sendo a maioria
delas invasivas e de dificil aceitacdo pelos pacientes, pois além de ser uma condi¢ao
muitas vezes assintomatica, os efeitos colaterais podem ser bastante incémodos. Os
tratamentos cirdrgicos e ablativos como vermelhonectomia, criocirurgia,
eletrocirurgia e ablacdo com laser de alta poténcia, tem diversos efeitos adversos. Ja
0os tratamentos tdpicos e menos invasivos como terapia fotodindmica (PDT),
aplicacdo de anti-inflamatoérios, imoquimod e 5-fluorouracil (5-FU), tem sua
efetividade questionavel (25).

Dos métodos cirurgicos, a vermelhonectomia é o método mais empregado, e
também o mais agressivo, pois consiste na remocao cirurgica de todo o vermelhéo
do labio, podendo causar diversas complica¢des e inconvenientes como parestesia,
infeccdo, necrose, edema, hematoma e presenca de pelos no labio devido as
suturas (22,26,27).

Os lasers de alta poténcia como dioxido de carbono (CO2) e érbio:YAG sao
utilizados para vaporizacao do vermelh&o do labio. A técnica tem bons resultados e
menos desvantagens poés-operatorias que a cirurgia com bisturi, porém podem
causar parestesia, formacéo de tecido de granulacéo, disestesia, dor, sensacao de
gueimacéo e edema (25,28-32).

A aplicacdo tépica de agentes quimioterapicos também constitui uma
possibilidade de tratamento. E frequentemente utilizada em pele com queratose
actinica, lesdo com caracteristicas similares e mesma etiologia. Os mais estudados

sao o imiquimod, 5-fluorouracil (5-FU) e o mebutato de ingenol, sendo o imiquimod o
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de melhor resultado relatado até os dias atuais. Podem causar dor, edema, erosdes,
formacdo de vesicula e crosta, além de ulceracao (25,33-35).

Outra modalidade de tratamento € a terapia fotodindmica (PDT), que
consiste no uso de uma fonte de luz e um fotossensibilizador, que uma vez ativado
produz radicais livre de oxigénio (O2) que desestabilizam as membranas celulares e
organelas, induzindo a morte celular. Porém, também apresenta efeitos indesejados
como eritema, edema, dor e formacéo de crosta (25,36—40). O estudo de Sotiriou et
al combinou a aplicacdo do PDT e imiquimod 5% e obteve bons resultados (41). O
estudo de Choi et al relatou sucesso com 33 pacientes ao fazer ablacdo com laser
de Er:-YAG antes da aplicacdo do fotossensibilizador, para que este atingisse maior
profundidade e em seguida fazer o PDT (42).

O uso topico de agentes anti-inflamatérios é uma abordagem que vem sendo
utilizada recentemente. Manipula-se um gel de diclofenaco a 3% com acido
hialurbnico a 2,5%. Pode causar edema, eritema e sensacao de queimacéo. Ainda
existem poucos estudos a respeito, mas com bons resultados clinicos (43-45).

Existem poucos estudos envolvendo peeling quimico, dermoabrasao,
eletrodissecacao e criocirurgia (25,46,47).

Muitos estudos a respeito dos métodos de tratamentos relatados acima nao
analisam os efeitos em nivel histolégico que mostraria a gradacdo das atipias no
pés-tratamento, relatam apenas os resultados clinicos, limitando as analises. Outro
fator limitador importante € o tempo de acompanhamento dos pacientes, que na

maioria dos estudos é bastante curto.

2.2 Radiacao Ultravioleta

O aumento da radiacdo solar UV nas ultimas décadas, tem demandado
maior atencdo com a protecado solar da pele. A incidéncia de cancer de pele tem
aumentado drasticamente no mundo inteiro (48,49). A radiagdo UV é considerada
nao-ionizante e é classificada em UVA (315-400nm), UVB (290-320nm) e UVC (100
a 280nm), sendo a ultima praticamente toda absorvida pela camada de 0zonio (2).

A maior parte da radiacdo UV recebida, pertence ao comprimento de onda

UVA, que passa direto pela camada de oz6nio e penetra profundamente na pele e é
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responsavel pelo fotoenvelhecimento. A radiacdo UVB é apenas parcialmente
absorvida pela atmosfera e possui mais energia devido ao seu comprimento de
onda, tendo maior poder de penetracdo, sendo mais prejudicial que a UVA (2,50).

As radiacbes UVA e UVB podem causar mutacbées no DNA. Quando a
radiagdo UV penetra profundamente na pele, afeta derme, epiderme e suas
principais células como queratindcitos e fibroblastos. Os fotons UV promovem a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) a partir da
interacdo em cromoforos enddgenos. As ROS ou RNS oxidam as moléculas
celulares, promovendo alteracbes no DNA. As ROS, RNS e outros produtos
oxidados, afetam varias vias celulares e a expressdo de varias moléculas
sinalizadoras que podem iniciar o desenvolvimento de alteracdes patologicas no
tecido cutaneo, como proliferacdo e diferenciacéo de células epidérmicas alteradas,
diminuicdo na sintese do colageno, acumulo de material amorfo e aumento da
degradacdo do colageno e elastina. A exposicdo crbnica a radiacdo UV causa um
acumulo gradual de moléculas danificadas que resultam em respostas inflamatdrias,
imunossupressédo, hiperpigmentacdo da pele, fotoenvelhecimento e carcinogénese
(49,51,52).

Entre os muitos efeitos bioldgicos da radiagdo UV, um deles é a supressao
do sistema imune tanto local quanto sistémico. Em nivel local, pequenas doses de
UV aparentemente diminuem o numero de células de Langerhans, inibindo o
potencial de apresentacdo de antigenos, o que é sustentado pela observacdo da
hipersensibilidade de contato induzida em peles previamente irradiadas com UV que
€ drasticamente reduzida (52).

A penetracdo do UVB pode provocar alteragbes mutagénicas, como por
exemplo, no gene supressor de tumor Tp53 (responsavel pela expressdo da
proteina p53) que se acredita estar diretamente ligado a carcinogénese precoce de
pele e labio. Esse e outros danos genéticos podem acarretar na transformacao
maligna dos epitélios. A radiacdo UV pode alterar definitivamente genes
responsaveis pela iniciacdo, promoc¢ao e progressao neoplasica (23,52).

A exposicdo continua a radiacdo solar acumula e agrava os danos
moleculares, dependendo das variaveis de tempo, dose, frequéncia da exposicao,
além da sensibilidade das células expostas e da capacidade de reparo do DNA, que

tem importancia vital para a manutencéo da integridade genética das células (53).
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A QA é resultado da expansdo clonal de queratindcitos transformados
induzidos pela radiagdo UVB com alteracbes que podem causar instabilidade
gendmica. Essa radiacdo causa danos as fibras elasticas e produz a degeneracao
do colageno, o que resulta na formacdo de fissuras verticais no vermelhéo,
promovendo edema, espessamento e menor maleabilidade do tecido (15).

Apesar de ser uma condicdo potencialmente maligna, o indice de
transformacdo maligna da QA ainda ndo esta claro. Somente o diagndéstico clinico
nao é suficiente, é necessario ter o exame histopatoldgico para melhor entendimento
dos fatores associados a transformacdo maligna. O CEC de labio é precedido pela
QA em 90% dos casos, e muitas vezes a falta do exame histopatologico pode
esconder uma lesdo de CEC em estagio inicial que poderia ser mais facilmente

tratada do que no caso do diagnostico tardio (20).

2.3 Carcinoma epidermoéide de labio

O céancer oral € uma das neoplasias malignas mais frequentes na populacao
brasileira, € a 52 neoplasia mais frequente entre homens e a 122 mais frequente
entre mulheres. Para o biénio 2018-2019 foram estimados 11,2 novos casos para
cada 100.000 homens brasileiros e 3,28 para cada 100.000 mulheres (54). A
incidéncia do CEC de labio do Brasil é imprecisa, pois o Instituto Nacional do Cancer
(INCA) agrupa as lesdes labiais e intraorais, porém a literatura descreve algo em
torno de 25 a 30% deste total diagnosticado ser cancer de labio e 95% deles ser de
fato CEC de labio (20). Em paises como Australia, Canada e Espanha, o labio € o
sitio mais prevalente dos canceres de boca (55).

A taxa de sobrevivéncia do cancer oral € de aproximadamente 50% em
cinco anos, e quando apenas o carcinoma de labio é considerado, a taxa de
sobrevivéncia aumenta. O CEC de labio é considerado uma doenca pouco
agressiva, com prognéstico favoravel por sua progressdo lenta. Quando
diagnosticado em estagio inicial, a cura ocorre em 80 a 90% dos casos e a taxa de
mortalidade varia de 10 a 15%, porém guando diagnosticado tardiamente, a taxa de
sobrevivéncia em 5 anos cai para 25%. Metastases podem ocorrer em estagios

avancados em 11 a 18% dos casos. (20).
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A maioria das lesdes € diagnosticada entre a sexta e sétima décadas de vida
em individuos leucodermas, provavelmente por ser o resultado do acumulo de
alteracbes moleculares e é vinte vezes mais comum no labio inferior do que no
superior (20). O CEC oral tem o tabaco como principal fator etiolégico, ao passo que
o CEC de labio estd quase sempre associado a exposi¢cdo a radiacdo UV, ou seja,
decorrente da evolucado maligna de queilites actinicas (55).

A probabilidade de uma QA progredir para um CEC de labio é 2.5 vezes
maior do que a probabilidade da queratose actinica, lesdo em pele com 0 mesmo
fator etiol6gico, evoluir para CEC em pele, podendo levar mais de duas a trés
décadas de exposicao solar crbnica para ocorrer a transformacdo maligna. Fatores
genéticos, idade, area geografica de residéncia, habitos, imunossupressao e cor da
pele sdo aspectos que podem contribuir para a evolucao da lesao (56).

Inicialmente a lesdo de CEC é assintomatica e pode ser dificil de distinguir
da QA. Manifesta-se como placa branca, fissuras que néo cicatrizam, descamacgoes
e crosta (Figura 2.3) até evoluir para pequena Ulcera e entédo lesdo ulcerada classica
com exsudato, bordas endurecidas, base infiltrativa, sintomatica e que néo cicatriza.
Pode ainda sangrar espontaneamente, ser verrucosa e formar uma massa exofitica
friavel (55,57).

O quadro histoldgico é caracterizado por ilhas de células epiteliais presentes
no conjuntivo. As células tumorais tem citoplasma eosinofilico e nucleos
aumentados, por vezes hipercroméaticos e propor¢cao nucleo-citoplasma aumentada.
Diversos graus de pleomorfismo nuclear e celular podem ser observados, bem como
a presenca, diametro e intensidade de pérolas de queratina em proporcoes
varidveis. A invasdo é caracterizada pela extensdo irregular do tumor através da
membrana basal em direcdo ao tecido conjuntivo na derme (Figura 2.4). A invasao
da derme pode ocorrer de forma expansiva ou de maneira infiltrativa no tecido
adiposo, musculo, osso, sangue e vasos linfaticos, causando destruicdo tecidual.
Muitas vezes ha resposta inflamatéria, predominantemente linfocitaria, ao epitélio

invasor e areas focais de necrose (20).
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Figura 2.3 — Foto clinica de paciente com diagnéstico de CEC de labio. Nota-se a presenca de atrofia,
perda do limite vermelh&o-pele, eversdo do sulco sublabial, manchas eritematosas e
acastanhadas, ressecamento e pequena crosta onde foi realizada a biopsia com
suspeita de QA

Figura 2.4 — Observa-se neste corte histolégico ilhas de epitélio infiltrando o tecido
conjuntivo, presenca de pleomorfismo celular e nuclear. (HE, aumento 10x).
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O sistema de estadiamento TNM é o que determina o tipo de tratamento. T
representa o tamanho do tumor, N a presenca ou auséncia de metastase em
linfonodos regionais e M a presenca ou auséncia de metastases a distancia (58).
Tumores menores que 2cm (T1) ou de 2 a 4cm (T2) sao tratados com cirurgia ou
radioterapia. Caso as margens sejam positivas ou a invasdo maior que 5mm, é
recomendado que as duas terapias sejam realizadas. Em tumores maiores que 4cm
(T3) ou invadindo estruturas adjacentes (T4), o tratamento de escolha € a cirurgia
com radioterapia e, caso linfonodos tenham sido acometidos, é realizado o
esvaziamento cervical (20).

A cirurgia é o tratamento de escolha para a maior parte dos tumores de
labio, e a resseccao total é o procedimento indicado. Essa terapéutica pode causar
grandes deformidades impactando significativamente a qualidade de vida do
paciente, desde que o labio é a principal caracteristica do terco inferior da face,
influenciando na aparéncia, mastigacédo e degluticdo. A reconstrucdo desta area é

complexa e um desafio para os cirurgides (57).

2.4 Receptores Toll-like

Os receptores Toll-like constituem um grupo de receptores de superficie
celular que sdo componentes importantes do sistema imune. Cada receptor tem
suas propriedades ligantes, vias de sinalizacdo celular e perfis de producdo de
citocinas. Defeitos nas propriedades ligantes tem potencial para causar o aumento
da susceptibilidade a infec¢des e desregulagfes anti-inflamatorias.

Através dos receptores Toll-like o sistema imune inato demonstra
especificidade e controla a ativacdo do sistema imune adaptativo com precisdo. O
sistema imunoldgico inato é encarregado de conter a proliferacdo de patdégenos
invasores durante os estagios iniciais de uma infec¢éo, antes do aumento linfocitario
que caracteriza a resposta imune adaptativa. A principal caracteristica do sistema
imune inato € a rapidez com que ele responde aos micrébios e coordena a resposta
celular apropriada para defender o hospedeiro. Para esta resposta ocorrer, 0

organismo estranho deve rapidamente ser reconhecido e identificado como uma
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ameaca. S&o responsaveis pelo reconhecimento de padrdes (PRR), mais
especificamente, padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMP), que sao
derivados de um amplo espectro de agentes infecciosos, como bactérias gram-
positivas e gram-negativas, virus, protozoarios e fungos. Esta interacdo PRR-PAMP
propicia o desencadeamento da resposta imune inata (59,60).

A ativacdo dos receptores Toll-like resulta na producdo de citocina, e
consequentemente estimulo a resposta inflamatéria aguda e ao sistema imune
adaptativo (60,61). Evidéncias mostram que os TRL podem reconhecer proteinas
constitutivas do hospedeiro, como as HSPs (62-64).

Atualmente 13 TLR séo reconhecidos, porém somente 10 estéao identificados
em seres humanos. Os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 estao localizados
na membrana citoplasmatica de diversos tipos celulares, especialmente em células
apresentadoras de antigenos (APC) como as células dendriticas (DC) e macréfagos.
Jd os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estdo localizados intracelularmente nos
endossomos. Isso confere a cada TLR propriedades e fungdes distintas no
reconhecimento de PAMPs e na resposta imune (65—-67) (Figura 2.5).

A sinalizacdo dos receptores Toll-like é dependente da interacdo receptor-
ligante e ativagdo do dominio TIR (IL-1R), que interage com moléculas adaptadoras,
0 que desencadeia a ativacdo de fatores de transcricdo que regulam a resposta
inflamatéria. Cada tipo de receptor Toll-like recruta uma molécula adaptadora
distinta, sendo que a maioria dos sinais desencadeados pelos TLRs séo
dependentes da MyD88. Somente o TLR3 e TLR4 utilizam outra molécula
adaptadora, a Trif, sendo que o TLR4 utiliza tanto MyD88 quanto Trif (67).

O conhecimento e compreensao das sinalizacdes detalhadas dos receptores
Toll-like podem elucidar hipoteses para o entendimento da patofisiologia de muitas
doencgas. H& crescentes evidéncias de que os receptores Toll-like tem a capacidade
de reconhecer proteinas constitutivas do proprio organismo. De fato, a biologia
destes receptores parece estar intimamente associada com um namero consideravel
de condicdbes dermatolégicas, doencas autoimunes, doencas inflamatdrias,
inflamacbes crbnicas, e até mesmo o cancer. Logo, seu envolvimento ndo esta
limitado apenas aquelas de etiologia infecciosa, como é amplamente conhecida e
estudada. Alguns medicamentos dermatoldgicos bastante utilizados tem mostrado

exercerem seus efeitos via sinalizagéo de receptores Toll-like (6,7).
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Figura 2.5 — Vias de sinalizacdo dos TLRs em mamiferos.
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Fonte: O"Neill et al. 2013, p.456.

Aparentemente o0s receptores Toll-like contribuem para iniciagdo e
progressdo do tumor através da ativacdo de sinais pro-inflamatorios, pro-
apoptoticos, proliferativos e pro-fibrinogénicos, tanto no microambiente, quanto das
préprias células tumorais e também parecem atuar na resposta imune anti-tumoral,
causando a regressdo do céancer. Porém um mesmo receptor pode ter funcdes
opostas dependendo do 6rgao e células afetadas, mas na maior parte dos tumores
estudados, os TLRs que promovem o tumor sdo o TLR2 e o TLR4 e 0s que tem
funcao de regredir séo TLR3, TLR5, TLR7/8, TLR9 (68).
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Em circunstancias normais TLR2 e 4 s&o normalmente expressos
principalmente na membrana celular e, durante o processo de displasia, essa
expressao se torna mais forte e mais citoplasmatica (69).

Apesar de o papel do TLR2 na carcinogénese ainda nao estar totalmente
elucidado, evidéncias sugerem que os TLR tem papel importante na resposta a
radiacdo UV e existem diversos estudos mostrando a sua expressao nos carcinomas
orais (70). O estudo de Lee et al mostrou aumento da expressao do TLR2 em pele
de individuos que sofreram exposicéo solar crénica quando comparado a pele que
ndo foi submetida & exposicado solar dos mesmos individuos (71). Ng et al 2011,
mostrou aumento da expressdo do TLR2 em queratinécitos de CEC oral e lesdes
displasicas, porém nao encontrou maior expressao nas mesmas células de epitélios
expostos a radiagdo UV (72).

O TLR4 foi primeiramente reconhecido por ser ativado por
lipopolissacarideos da parede celular de bactérias gram-negativas, porém com o
tempo, estudos mostraram que ele também reconhecia agonistas ndao provenientes
de bactérias como taxol, fibronectina e HSP60. Alguns estudos sugerem que o TLR4
€ requisitado pela imunossupresséao induzida pela radiacdo UV, e uma vez que 0s
eventos moleculares comegcam, ele teria o papel de reparar o DNA danificado (73).
Kotrashetti et al encontraram forte expressdo do TLR4 em lesdes de CEC oral e

displasias, sugerindo sua participagédo na progressao dos tumores (74).

2.5 Proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins — HSPs)

As proteinas de choque térmico (HSP) sdo, de forma geral, responsaveis
pela protecdo de proteinas contra danos térmicos em resposta a exposi¢cao a niveis
elevados de estresse, inclusive o calor. Elas tem papel importante na manutencéo
da homeostase celular tanto em condicdes normais quanto em situacdes de
estresse. Sao reconhecidas atualmente seis grandes familias de acordo com seu
peso molecular (HSP menores, 40, 60, 70, 90 e 110). O aumento da expressao das
HSPs tem sido relacionada a regulacdo da apoptose e progressao tumoral, além de
ser observado em certos tipos de cancer, como mama, colo do utero, pulmao,

pancreas, ovario, figado, leucemia e em cavidade oral (75-78).
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A atividade fisiopatologica das HSPs no processo de carcinogénese ainda
nao € conhecida, porém esta relacionada com crescimento e diferenciacdo celular.
Essas alteracbes vem sendo observadas também em lesdes potencialmente
malignas como liquen plano oral (LPO) e leucoplasias. Esse aumento da expressao
também tem sido associado ao consumo de tabaco, radiagdo UV, graus de displasia
epitelial e tempo de transicdo para malignidade dessas lesdes, aléem de ser mais
observado em les@es displasicas e malignas do que em mucosa normal (48,75,79).

A resposta das HSPs é fisiologica e adaptativa e se da por condicbes de
estresse, inflamacgdes, infeccdes e estresse oxidativo. A inducdo dessas reacdes é
utilizada como marcador em injurias celulares e teciduais. As HSPs primariamente
exercem sua protecdo em nivel mitocondrial inibindo a apoptose programada, porém
esse efeito protetor ndo pode ser aplicado para todos os modelos de apoptose (80).

Em pele, a radiacdo UVB estimula a expressdo de HSPs nos queratindcitos
previamente expostos. Assim, as HSPs se ligam aos TLR2 e 4 estimulando a via de
sinalizacdo Toll/IL-1 em células dendriticas, o que leva a producdo de citocinas
imunosupressivas como IL-10 e TNF-a, 0 que pode ajudar a explicar o papel
complementar da radiacdo UVB ao desenvolvimento do cancer, em conjunto ao seu
efeito mutagénico (8).

A HSP60 estd implicada principalmente no transporte e manutencdo de
proteinas mitocondriais € na conjugacao adequada de polipeptideos gerados em
condicdes de estresse, além da transmissdo e replicacdo de DNA mitocondrial.
Também hé indicios de que desempenha papel em certas respostas imunitarias,
incluindo doencgas autoimunes (76,81). O aumento de sua expressdo vem sendo
associado a estagios iniciais da carcinogénese em células de varios tecidos, como
por exemplo o estudo de Fan et al 2006, que encontrou maior expressdo da HSP60
em leucoplasias e CEC oral do que em mucosa normal (78).

O aumento da expressédo da HSP70 é considerado um mecanismo de reparo
precoce para prevenir danos celulares irreversiveis, protegendo as células tanto de
estresse térmico quanto oxidativo. Ela pode se ligar a peptideos auxiliando no
descarte de proteinas defeituosas, bem como protegendo proteinas parcialmente
constituidas para posterior complementacédo da sintese normal (48). A HSP70 age
como um fator protetor na apoptose que pode causar efeitos deletérios promovendo
a carcinogénese. Kaur et al 2000, encontraram diferencas significativas na

expressdo da HSP70 em tecidos normais, com displasia e com carcinoma, bem
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como do p53, 0 que sugerem ser uma resposta imune contra a p53 durante a
tumorigénese oral (77). Experimentos com irradiacdo a laser demonstraram que a
HSP70 se expressa tanto na derme quanto na epiderme e pode servir como

marcador bioquimico da zona tecidual exposta ao dano térmico (82,83)
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3 PROPOSICAO

Avaliar a expressdo génica das proteinas de choque térmico HSP60 e
HSP70, e dos receptores Toll-like TLR2 e TLR4, por meio de estudo caso-controle,
em individuos portadores de queilite actinica com diferentes graus de displasia em
relacédo a individuos diagnosticados com CEC de labio, utilizando-se como substrato

tecido obtido por biépsia incisional.
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4  CASUISTICA-MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Os participantes deste estudo foram selecionados entre aqueles que
procuraram o Centro de Diagnostico Oral (CDO) da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo (FOUSP) para consulta com queixa primaria de lesédo no
labio, bem como casos assintomaticos, que apresentaram sinais clinicos sugestivos
de QA ou CEC de labio. Também fizeram parte desta casuistica pacientes que
cumpriram o mesmo critério de selecéo provenientes da Clinica de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Metropolitana de Santos (Unimes), que
gentilmente colaborou com este estudo, conforme autorizacdo (ANEXO A). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOUSP, sob parecer
1.824.854 (ANEXO B) e CAAE 59004716.4.0000.0075, aprovado em 18/11/2016.

Desta forma, diante da suspeita de QA ou CEC de labio, os pacientes
receberam orientagfes e esclarecimentos relativos a etiologia e tratamento das
lesbes e foram convidados a participar do protocolo de pesquisa por meio de
anuéncia ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO C), com
a coleta de amostra tecidual. Esta coleta era realizada simultaneamente ao
procedimento de biopsia incisional, para analise de expressdo de genes que podem
estar relacionados com a etiopatogenia desta alteracdo. Desta forma, a metodologia
delineada foi de um estudo caso-controle, sendo que 0s pacientes com diagnostico
de QA compuseram 0 grupo caso e 0s pacientes com CEC de labio, o grupo
controle.

Em relacdo aos casos de QA, os pacientes foram orientados quanto ao
potencial de transformacdo maligna desta condigdo, a necessidade de biopsia
incisional para diagndéstico apropriado, adequada gradacao de displasia histolégica e
o devido acompanhamento. Além de instrucdes sobre estratégias voltadas a
protecéo solar de acordo com o perfil individual de exposi¢cao ao sol, representadas
por barreiras fisicas (chapéus, bonés, camisas com mangas compridas e guarda-

s6is) e quimicas (fotoprotetor labial em bastdo com Fator de Protecdo Solar (FPS)
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minimo 30. Os pacientes diagnosticados com CEC de labio foram devidamente

encaminhados para tratamento oncologico via Assisténcia Social da FOUSP.

41.1 Critérios de inclusao

Pacientes que apresentaram sinais clinicos de QA ou CEC de labio, com
historico de exposicao solar crbnica, que foram submetidos a biopsia incisional e
cujo resultado do exame anatomopatologico foi compativel com uma das duas

doencas.

41.2 Critérios de excluséo

Pacientes com doencgas autoimunes ou que faziam uso de corticosteroides ou
imunossupressores; pacientes que ndo concordaram com o0s termos de
consentimento livre e esclarecido ou onde o resultado do exame anatomopatolégico

nao foi compativel com CEC ou QA.

4.2 MATERIAL E METODOS

421 Obtencdo das amostras

As amostras foram coletadas durante o procedimento cirargico de biopsia
incisional, sob condi¢cdes ideais de assepsia e biosseguranca, para diagnostico da
leséo.

Nos casos de suspeita de QA, a escolha do sitio da biopsia foi baseada na
analise da regido com caracteristicas clinicas mais acentuadas ao longo do labio

afetado, segundo o seguinte critério em ordem decrescente de alteracdes: presenca
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de ulceras, erosdes, crostas, placas brancas, manchas eritematosas, descamacao,
atrofia.

Nos casos em que a suspeita era CEC de labio, o critério utilizado para
eleicdo do sitio da biopsia foi localizar a area com a borda mais endurecida e
infiltrativa da Ulcera.

Apos a eleicao do local da biopsia, foi aplicada anestesia local infiltrativa com
Mepivacaina 2% com epinefrina (Mepiadre 100 — Nova DFL, Rio de Janeiro, Brasil)
proximo a regido a ser incisada (aproximadamente 5 mm). Os pacientes foram
submetidos a biopsia utilizando-se punch (Koplast Cl LTDA — Séao Paulo, Brasil) de 5
mm de diametro. Uma amostra de tecido foi acondicionada em microtubos de 1.5ml
(Axygen Scientific — Califérnia, EUA), imediatamente congeladas em nitrogénio
liguido e posteriormente armazenadas em freezer a -80°C até a execugdo dos
experimentos. Outra amostra foi removida, fixada em formol (10%) e encaminhada
ao Servico de Patologia Cirdrgica da FOUSP para andlise histopatologica. As
suturas foram realizadas com fio de seda 4.0 (Ethicon® - Johnson & Johnson —
Nova Jersey, EUA) e foi prescrito analgésico para o caso de dor pés-operatoria. As

suturas foram removidas 7 dias apds o procedimento cirdrgico.

4.2.2 Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia Molecular
(LPM) da Disciplina de Patologia Oral e Maxilofacial da FOUSP, coordenado pelo

Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes.

4.2.2.1 Extragédo do RNA total

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen Corporation
— Califérnia, EUA), uma solucdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina

para isolamento do RNA de células e tecidos.
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Cada amostra congelada foi completamente macerada em nitrogénio liquido,
até a visualizacdo de um pO6 branco, sem permitir o descongelamento e a
consequente degradacao do RNA.

Em seguida, para cada 5mm de tecido biopsiado macerado, acrescentou-se
500uL de Trizol ao material que foi novamente macerado até a visualizacdo de um
pé rosa e entdo transferido para um microtubo 1.5mL contendo mais 500uL de
Trizol. As amostras foram homogeneizadas em temperatura ambiente até seu
descongelamento completo, por aproximadamente 5 min, e entdo transferidas para
um isopor com gelo picado. Foi adicionado 200uL de cloroformio (LAFAN Quimica
Fina LTDA - Sao Paulo, Brasil), e o microtubo devidamente selado foi
vigorosamente agitado durante 30 s para a mistura das soluc¢des e incubado a -20°C
durante 5 min. Os microtubos foram centrifugados (centrifuga Eppendorf modelo
5810R — Hamburg, Alemanha) a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C. Apés a
centrifugagédo, observou-se a formacdo de 3 fases: sendo a fase superior,
transparente e aquosa, aquela que contém o RNA. Esta fase foi transferida para
novos microtubos e 500uL de &lcool isopropilico (LAFAN Quimica Fina LTDA — Sao
Paulo, Brasil) foi adicionado em cada microtubo, homogeneizados por inversédo e
incubados a -20°C durante 1h.

Em seguida os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10 min
a 4°C, verificando-se entdo a presenca do precipitado de RNA no fundo do
microtubo. O sobrenadante foi descartado e este precipitado lavado com 1 mL de
etanol 75% (LAFAN Quimica Fina LTDA — Sao Paulo, Brasil) por inversédo e
novamente centrifugado a 10.000 rpm durante 5 min a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado submetido a secagem, deixando-se 0s microtubos
abertos por no maximo 10 min. Em seguida o RNA foi ressuspendido
acrescentando-se 30uL de &gua Milli-Q (Millipore Corporation — Massachusetts,

EUA) para a dissolucédo do precipitado de RNA total.

4.2.2.2 Quantificacdo do RNA e verificagao de sua qualidade
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Para a validagédo do grau de pureza da amostra de RNA extraidas, foi utilizada
a relacéo entre as leituras das absorbancias de RNA e proteina medidas a 260 e
280 nm, respectivamente, determinada por espectrofotdmetro (NanoDrop® 1000,
Thermo Fisher Scientific — Massachusetts, EUA). A pureza da amostra foi
considerada adequada quando o resultado desta relacdo era superior a 1.8. A
guantificacdo das amostras para as etapas subsequentes foi realizada pelo mesmo

espectrofotometro.

4.2.3 RT-PCR em tempo real

4.2.3.1 Iniciadores

As sequéncias dos iniciadores para a reacdo de PCR em tempo real foram
desenhadas na base de dados Primer-Blasti, disponivel da base de dados National
Center for Biotechnology Information (NCBI), para os genes dos receptores TLR2,
TRL4, HSP60, HSP70 e o gene constitutivo GAPDH (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Caracterizacdo e sequéncia dos iniciadores utilizados nas reacées de PCR em tempo
real

Gene GeneBank Iniciadores 5> 3’ Tamanho ™
do produto (°C)
de PCR
TLR2 NM_003264 Senso: GGAGTTCTCCCAGTGTTTGGT 157pb 59
Anti-senso; CCAGTGCTTCAACCCACAAC

TLR4 NM_138554 Senso: CCCTGAGGCATTTAGGCAGCTA 126pb 62
Anti-senso: AGGTAGAGAGGTGGCTTAGGCT

HSP60 NM_002156.5 Senso: TGCCAATGCTCACCGTAAGCCT 118pb 64
NM 199440.1 Anti-senso: ACGCTTGACTGCCACAACCTGA

HSP70 NM_002154.4 Senso: GACCTGCCAATCGAGAATCAGC 130pb 62
Anti-senso: CTGCGTTCTTAGCATCATTCCGC

GAPDH NM_002046 Senso: GCATCCTGGGCTACACTGA 162pb 59

Anti-senso: CCACCACCCTGTTGCTGTA

*pb: pares de base

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Os iniciadores TLR2, TLR4 e GAPDH j& estavam previamente padronizados
para a concentracdo de 400nM. Para os iniciadores HSP60 e HSP70 foi realizada
uma curva padrao com trés diluicdes-teste (200nM, 400nM e 600nM) para selecionar
a concentracdo que obtivesse o melhor rendimento da reacdo de PCR. Para os
iniciadores do gene da HSP60 foi padronizada a concentragao foi de 200nM e para o
gene da HSP70, 600nM.

4.2.3.2 Tratamento das amostras de RNA com DNase

As amostras foram previamente tratadas com DNase (DNase | Amp Grade
Invitrogen Corporation — Califérnia, EUA) para a eliminagdo do DNA gendmico que
possivelmente estivesse presente na amostra. Esta etapa confere resultados mais
confiaveis, visto que a amplificacao pelo RT-PCR sera apenas do cDNA, refletindo a
expresséo do gene (RNA mensageiro).

Assim, acrescentou-se a 1lug de RNA de cada amostra, 1uL do tampao da
reacao (10x DNase | reaction buffer, Invitrogen Corporation — Califérnia, EUA), 1 uL
da enzima DNase e completou-se o volume para 10uL com agua Milli-Q num
microtubo de 0.5 mL. A mistura foi mantida em temperatura ambiente durante 15 min
para permitir a acdo da enzima de degradacao do DNA.

A enzima foi inativada acrescentando-se a mistura 1uL de EDTA 25mM e pH
8.0 (Invitrogen Corporation — Califérnia, EUA) e aquecimento a 65°C durante 10 min
na termocicladora (Eppendorf Mastercycler Personal, Eppendorf Corporation —
Hamburgo, Alemanha) a 65°C durante 10 min, resultando em uma amostra de RNA

pronta para a reacao de transcrigao reversa.

4.2.3.3 Reacao de transcricdo reversa — sintese do cDNA

A reacao de transcricao reversa (RT) foi executada utilizando-se o conjunto de

reagentes High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life
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Technologies — Califérnia, EUA), associando-se 1ug do RNA total, obtido
posteriormente ao tratamento com a DNase.

O RNA foi associado a 1uL de RNase OUT (Invitrogen Life Tchnologies —
Califérnia, EUA), 2uL de 10x RT Buffer, 0.8uL de 25x dNTP Mix (100mM), 2uL de
10x RT Random Primers, 1uL de Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/uL) e
acrescentada agua Milli-Q até completar o volume final de 10uL por amostra. Em
seguida, as amostras foram levadas novamente a termocicladora e submetidas aos
seguintes ciclos de temperaturas: 25°C durante 10 min (incubacéo), 37°C durante
120 min (reacdo de RT) e 85°C durante 5 min (inativagdo da enzima de RT) para a
sintese do cDNA.

4.2.3.4 Reacéo de polimerase em cadeia (PCR) em tempo real

As reac0Oes foram realizadas em duplicatas visando a minimizacdo dos erros de
pipetagem, criticos neste tipo de experimento. Sendo assim, para cada tubo optico
de 0.2 mL, especifico para PCR em tempo real, acrescentou-se a cada 1lulL de
cDNA, 5uL de SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems — Califérnia, EUA),
somando-se as quantidades de cada iniciador e agua Milli-Q descritas na Tabela

4.2, totalizando um volume final de reacdo de 10uL em cada tubo.

Tabela 4.2 — Distribuicdo das quantidades utilizadas de cada iniciador, e demais reagentes para
PCR, definida a partir da analise da curva padréo

HSP60 HSP70 TLR2 TLR4 GAPDH
Concentragdo | 200nM 600nM 400nM 400nM 400nM
cDNA 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL
SYBR 5ulL 5uL 5ul 5ul 5ul
Primer F 0,2uL 0,6uL 0,4uL 0,4uL 0,4uL
Primer R 0,2uL 0,6uL 0,4pL 0,4pL 0,4uL
H20 Milli-Q 3,6uL 2,8uL 3,2uL 3,2uL 3,2uL

A montagem das placas foi realizada de forma que, para cada amostra, todos

0s genes estudados fossem submetidos a amplificacdo na mesma reacdo. Além
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disso buscou-se parear, por sexo e idade, as amostras dos grupos caso e controle.
Estas consideracdes foram feitas tendo em vista a metodologia de anélise de dados
utilizada.

A amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies — Califérnia, EUA). As
condicBes de ciclagem consistiram em ciclos de: 2 min a 50°C (incubacéo), 10 min a
95°C (ativacdo da enzima Taq polimerase), seguidos de 40 ciclos, cada um com
duas fases: 15 s a 95°C (desnaturacdo) e 60 s a 60°C (hibridizacao/extensao-
deteccao).

Além das curvas de amplificacdo, foram realizadas as curvas de dissociacéo
para verificar a especificidade da amplificacdo, confirmando a auséncia da formacéo
de dimeros de primer ou qualquer outro produto inespecifico, garantindo a
confiabilidade dos resultados. Os dados foram normalizados com base na expresséao

do gene constitutivo (GAPDH) e analisados pelo método do CT comparativo.

4.2.4 Avaliacao dos resultados e andlises estatisticas

A expressividade dos genes analisados foi avaliada nos individuos portadores
de QA em relacdo aos controles (CEC de labio), a partir da normalizacao dos dados
da quantificagcdo, com base na expressao do gene constitutivo, pelo método CT
comparativo conforme a quantificacdo relativa ou 2-aact. Neste método sao
comparados os valores de CT (Threshold cycle), ou seja, o numero do ciclo em que
a fluorescéncia gerada na reacdo atinge o limiar de amplificacdo exponencial
(threshold).

Os dados também foram avaliados quanto a normalidade, pelo teste de
Shappiro-Wilk (programa Bioestat 5.0, Manuel Ayres, 2007 — Para, Brasil), e
comparados estatisticamente pelo teste T de Student e teste Exato de Fisher.
Quando possivel, os dados clinicos foram correlacionados aos dados de
expressividade por meio do teste de correlacdo de Spearman. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p < 0.05.
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5.1 Caracteristicas gerais dos pacientes
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Foram coletadas um total de 42 amostras com hipétese diagnéstica de QA e

4 amostras com hipétese de CEC de labio. Das 42 amostras com hipétese clinica de

QA, 40 tiveram a confirmacdo do diagnéstico com presenca ou nao de variados

graus de displasia epitelial e 2 tiveram diagnostico de CEC de labio, totalizando 6

amostras do grupo controle.

Todos os pacientes relataram historico positivo de exposi¢cdo solar crdnica,

por motivo laboral ou recreativo. As caracteristicas gerais desses pacientes estao

sumarizadas na Tabela 5.1. A relacao entre os sinais clinicos e os graus de displasia

epitelial apds analise histopatolégica das amostras utilizadas no estudo estéo

resumidas na Tabela 5.2.

Tabela 5.1 - Caracteristicas demograficas dos pacientes com QA e CEC de labio

Caracteristicas demogréaficas QA (n=40) CEC (n=6) p*
Média de idade 62,7 74,16 0,0310
Sexo Masculino 28 (70%) 5(83,33)
o 0,8491
Feminino 12 (30%) 1 (16,66%)
Etnia Leucoderma 37 (92,5%) 6 (100%)
Melanoderma 1(2,5%) 0 (0%) 0.6509
Outros 2 (5%) 0 (0%)
Exposicéo solar Sim 40 (100%) 6 (100%) .
Nao 0 (0%) 0 (0%)
Tabagismo Sim 15 (37,5%) 5 (83,33%)
0,0718
Nao 25 (62,5%) 1 (16,66%)
Sintomatologia Sim 10 (25%) 3 (50%)
0.3299
Nao 30 (75%) 3 (50%)

P*: teste T-Student (idade) e teste Exato de Fisher (demais variaveis)
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Tabela 5.2 — Correlagdo entre parametros clinicos e grau de displasia da amostra de QA

Sinais Clinicos Graus de Displasia Epitelial

Sem displasia Displasiadiscreta Displasiamoderada Displasiaintensa

Atrofia 2 (11,11%) 1 (5,55%)

Mancha 1 (5,55%) 2 (11,11%) 2 (11,11%) 1 (5,55%)
Fissura

Placa 1 (5,55%) 4 (22,22%)

Eroséo 1 (5,55%)

Crosta 1 (5,55%)

Ulcera 1 (5,55%) 1 (5,55%)

*Dentre os parametros clinicos, foi considerado o de maior relevancia em cada paciente.

Todas as amostras coletadas foram submetidas aos procedimentos
laboratoriais de extracdo e quantificacdo do RNA, e descartadas quando nao
possuiam pureza adequada, de acordo com a avaliacdo espectrofotométrica
(Apéndice A), para dar continuidade ao experimento. As amostras de RNA
consideradas aptas foram purificadas, convertidas a cDNA e submetidas a reacao
de PCR em tempo real.

Analisando os resultados obtidos pela amplificacdo em tempo real, foram
consideradas para analise da expressao dos genes Toll-like 2 e 4 e das HSP60 e 70,
18 amostras do grupo QA e as 6 amostras do grupo CEC de labio (controle). O
diagrama (Figura 5.1) ilustra o fluxo dos pacientes admitidos e excluidos neste

estudo.
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Figura 5.1 — Diagrama ilustrando o fluxo dos pacientes admitidos e excluidos neste estudo de acordo
com as etapas clinicas e laboratoriais
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5.2 Avaliacéo da expressao génica das HSP e dos TLR

Analisando os resultados obtidos pela amplificacdo em tempo real, foram

consideradas para analise de expresséo génica dos receptores Toll-like 2 e 4 e das

HSP60 e 70, 18 amostras do grupo caso e 6 do grupo controle, em que as curvas de
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amplificagéo (Figura 5.2A) e de dissociacdo de iniciadores (Figura 5.2B) foram
consideradas representativas. Os demais resultados foram descartados desta

andalise.

Figura 5.2 — A: Curva de amplificac@o considerada adequada, evidenciando amplificagdo exponencial
do produto de PCR e a delimitacdo automatica do limiar de amplificagdo exponencial
pelo equipamento de PCR em tempo real (Threshold). B: Curva de dissociacdo dos
iniciadores conferindo especificidade da reacdo de PCR
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Os resultados obtidos pela quantificacao relativa por meio da PCR em tempo
real foram analisados pelo método CT comparativo (2-aacT) € estatisticamente
seguiam distribuicdo normal (teste Shappiro-Wilk, p > 0.05), sendo analisados pelo
teste T-Student. Foi observado (Figura 5.3) que a expressdo génica relativa (fold
change) da HSP60 é 3.6 vezes maior na QA em relacdo ao CEC de labio, porém
este resultado ndo apresentou significancia estatistica (p > 0.05). J& a HSP70 esta
3.9 vezes mais expressa na QA do que no CEC de labio e esta diferenca foi
estatisticamente significativa (p = 0.034).

O TLR2 mostrou-se 16.7 vezes mais expresso no CEC de labio do que na
QA e a diferenca foi estatisticamente significativa (p = 0.003). Ja o TLR4 esta 3.7
vezes mais expresso na QA do que no CEC de labio, porém a diferenca néo foi

estatisticamente significativa (p>0,05).
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Gréfico representando a diferenca na expressdo dos genes estudados, por meio da
andlise do CT comparativo a partir da amplificagcdo em tempo real, entre o grupo caso
(QA) e controle (CEC de labio) evidenciando aumento na expressao da HSP60, HSP70
e TLR4 na QA em relacéo ao CEC de labio. Reducao da expressao do TLR2 na QA em
relacdo ao CEC de labio. Os resultados foram estatisticamente significativos para as
andlises da expressao génica da HSP70 e do TLR2 (p < 0.05)

QA

CEC de labio *

HSP60 HSP70 TLR2 TLR4

Tendo em vista o resultado de alta expressividade do gene da HSP70 na QA

em relacdo ao CEC de labio, foram realizadas andlises de correlacdo entre a

expressao deste gene e as caracteristicas clinicas, como género, idade, tabagismo,

tempo de exposicdo solar e gravidade de sinais clinicos; e histolégicas, como o grau

de displasia, dos pacientes com QA por meio do teste de Spearman (Tabela 5.2).
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Tabela 5.3: Correlacao entre a expressividade do gene da HSP70 em amostras de QA e as
caracteristicas clinicas e histolégica destes pacientes

HSP70
Coeficiente (r) P
Género -0,159 0,5285
Idade 0,0176 0,9448
Tabagismo -0,4723 0,0477
Tempo de exposicao solar | -0,6158 0,0065
Sinais clinicos 0,2547 0,3078
Displasia epitelial -0,1118 0,6587

Apenas duas caracteristicas clinicas, habito ou historia de tabagismo e
tempo de exposicao solar, apresentaram correlacdo estatisticamente significativa (p
< 0.05) em relacdo ao aumento da expressividade do gene da HSP70. Isto porque o
resultado, além de estatisticamente significativo, apresentou coeficiente negativo em
ambas correlacdes, indicando que quanto menor o valor do ACT, maior era a
associacdo com o habito ou histoéria de tabagismo, assim como, o tempo de
exposicao solar ao longo da vida do individuo. E a expressividade é inversamente
proporcional ao valor do ACT. Entretanto, pelo valor deste coeficiente, observa-se
gue a correlacao foi fraca quanto ao tabagismo e moderada em relacado ao tempo de
exposicao solar.

O tempo de exposicéo solar teve média de 19,7 anos, variando entre 4 a 70
anos de exposicao. As displasias mais graves foram encontradas em individuos com
histérico a partir de 10 anos de exposicdo, revelando na amostra o efeito

acumulativo da exposicao cronica a radiacao UV.
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6 DISCUSSAO

Descobrir o verdadeiro risco de malignidade das lesBes potencialmente
malignas é o objetivo de muitos pesquisadores e um assunto que vem sendo
estudado ha varios anos. Ainda nédo foi possivel chegar em uma resposta, porém a
cada estudo realizado, novas perspectivas séo analisadas e vias de sinalizacdo séo
mais detalhadas proporcionando avanco no conhecimento de como as células,
organelas e moléculas intermediam, iniciam, sinalizam novas reacdes em diversos
orgaos e situacoes.

A QA, uma desordem oral potencialmente maligna que antecede a maioria
dos carcinomas de labio, vem sendo estudada em varios aspectos: epidemiologia,
prevencao, tratamentos, caracteristicas clinicas, histopatoldgica, imunohistoquimica
e biologia molecular. Neste estudo buscou-se analisar a expressao génica de dois
receptores Toll-like e duas proteinas de choque térmico em QA e CEC de labio na
tentativa de correlacionar as duas lesbes e descobrir mais aspectos em comum, e
contribuir um pouco mais para a literatura a respeito.

Apesar de a etiologia da QA ser conhecida, os estudos moleculares a
respeito sdo relativamente recentes e ndo ha até o momento algum estudo de
expressao desses genes nesta leséo.

Os individuos mais afetados da amostra foram em sua maioria homens (5:1
no CEC de labio e 3:1 na QA), leucoderma, acima dos 40 anos de idade, com
histérico de exposicao solar crbénica, principalmente por motivo laboral. Porém, o
namero de mulheres afetadas por essa condicdo vem aumentando. Acreditava-se
anteriormente que o habito das mulheres de utilizarem batons exercia um papel de
protecdo contra a radiacdo UV, ja que muitos deles tem FPS; porém atualmente
sabe-se que existe o fator hormonal (estrogeno), que também desempenha a funcéo
de protecdo contra a imunossupressao causada pela radiacdo UV (16). E ao
contrario do que é encontrado na literatura, a amostra deste estudo teve um caso de
paciente melanoderma e do género feminino, com historico de exposi¢cdo solar
cronica e sintomatica, diagnosticada com QA. A melanina age como uma protecao
natural da pele, por isso a baixa incidéncia desta condicdo nestes pacientes (13,84).

Ha um entendimento de que doencas e lesbes que tem como fator etioldgico

a exposicao solar crénica, sdo mais comuns em individuos que residem em zonas
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rurais ou litoraneas, com baixa incidéncia em centros urbanos (56,85,86). O
presente estudo incluiu, em sua maior parte, pacientes de centros urbanos que
relataram exposicao solar cronica indiscriminada e sem prote¢cdo quando criangas e
adolescentes, e na vida adulta por conta de suas profissdes, que fugiram do perfil
das fungbes mais relatadas como agricultor e pescador. Por ter sido um estudo feito
em um grande centro urbano, os pacientes da amostra relataram profissées como
motorista, pedreiro, topografo, engenheiro, comerciante, jardineiro, porteiro,
seguranca, vigia, policial, guarda civil, carteiro, caminhoneiro.

Os pacientes atendidos nunca haviam usado algum tipo de protecao solar
nos labios, com excecao de poucas mulheres que relataram ter o habito esporadico
de usar batons. Dos 46 pacientes examinados, apenas 5 relataram estar cientes da
necessidade de fazer uso diario de protetor solar no rosto e nas areas expostas do
corpo, porém todos desconheciam a necessidade de proteger os labios da mesma
maneira. Apds orientacdo do uso do protetor solar labial e algumas consultas de
acompanhamento, os 11 pacientes que eram sintomaticos relataram o cessar da
sintomatologia. Todos o0s pacientes permanecem em acompanhamento a cada 6
meses.

Dois dos casos da amostra foram diagnosticados clinicamente como QA, um
apresentou uma placa branca e outro uma crosta, porém apdés a analise
histopatoldgica o diagnostico final foi de CEC de labio, o que ressalta a importancia
da bidpsia incisional para confirmacdo da hipotese de QA, ou se for o caso, o
diagnodstico precoce em estigio bastante inicial da doenca, possibilitando
consequéncias mais amenas do tratamento para o paciente e maiores taxas de
sobrevivéncia (12). Um dos pacientes ja fazia acompanhamentos devido ao
diagnostico de QA ha 4 anos, e era assintomatico, o que provavelmente significa
gue, caso ele ndo estivesse sendo acompanhado, possivelmente procuraria um
ambulatorio apenas quando a leséo ja estivesse mais avancada.

E de extrema importancia a capacitacdo dos profissionais de salde,
especialmente cirurgides-dentistas, pois a QA é a lesdo mais negligenciada. As
alteracdes causadas pelo sol aqui descritas, sdo muitas vezes interpretadas como
naturais do envelhecimento, quando ndo sao. Também fundamental que se faca
campanhas de prevencgédo relevantes para que o maior nimero de individuos seja
atingido, seja em areas onde a principal atividade econdémica seja a agricultura,

pecudria ou pesca; ou nos centros urbanos em que os individuos exercem diversas
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atividades expostos ao sol. A populacéo precisa estar consciente de que a protecéo
€ necessaria, utilizando chapéus de abas largas, mangas compridas e protetor solar
labial em bastdo durante as atividades laborais, principalmente em paises tropicais
como o Brasil, em que a incidéncia dos raios solares € maior (12).

Individuos leucodermas foram os mais afetados para as duas lesdes,
equivalente ao encontrado na literatura, ja que essa populacdo esta mais suscetivel
aos efeitos relacionados a exposi¢ao aos raios UV (10,11,19). Este fato associado a
intensa incidéncia de radiacdo solar em paises tropicais como o Brasil, leva a um
aumento da incidéncia de cancer de labio (54). Os profissionais de saude dessas
regides devem estar extremamente atentos aos pacientes para dar as devidas
orientacbes e também para fazer diagndsticos mais precoces possiveis para que
eles tenham melhor prognéstico e menores consequéncias relacionadas aos
tratamentos (12).

Levando em consideracdo as andlises histopatolégicas, foram observados
diferentes graus de displasia nos 42 pacientes diagnosticados com QA que fizeram
parte do estudo. As anélises foram feitas por diversos patologistas, de acordo com a
rotina do Servico de Patologia Cirargica da FOUSP, porém por ser a gradacéo de
displasias um critério ligeiramente subjetivo, talvez uma limitacdo do estudo tenha
sido o fato de nao ter apenas um mesmo avaliador calibrado para fazer esta analise.

Considerando que as HSPs sao responsaveis pela manutencdo da
homeostase proteica, com funcdes de correcdo, manutencdo do enovelamento das
proteinas e eventualmente eliminacdo (apoptose) daquelas ndo passiveis de
correcdo, seria esperada uma maior expressao dessas proteinas no tecido labial,
gue € naturalmente mais exposto a injarias fisicas, mecénicas e quimicas.
Adicionalmente, as neoplasias malignas requisitam maior participacdo das HSPs,
desde que produzem com maior probabilidade e quantidade, proteinas defeituosas
com necessidade de reparo e preservacdo. Talvez estudos imunohistoquimicos
adicionais que comprovem relacdo direta, especialmente da HSP70 com maiores
probabilidades de degeneracdo maligna, permitiiam a utilizacdo desse parametro
objetivo como preditor progndstico juntamente com o0s atuais critérios
histomorfologicos de classificacdo da displasia epitelial, que sabidamente carregam
grau importante de subjetividade.

Os genes selecionados para a analise neste estudo nunca foram avaliados

em amostras de QA, embora tenham sido avaliados em outras desordens orais
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potencialmente malignas (78,87) e em CEC de boca (68,72,88). E tendo em vista o
potencial de transformacdo maligna da QA, o controle selecionado por necessidade
pelo método comparativo e questbes éticas foi o CEC de labio; sendo considerado
um controle positivo, uma vez que a lesdo maligna apresenta desregulacdo na
funcd@o de multiplos genes.

A expressdo génica da HSP60 neste estudo foi semelhante entre as
amostras de QA e CEC de l4bio. Dentre os genes estudados, € 0 que menos
apresenta estudos publicados na literatura mundial incluindo outras desordens orais
potencialmente malignas e carcinomas orais. Wu et al. 2014, observaram presenca
de auto-anticorpos da HSP60 na saliva de pacientes portadores de cancer oral e
desordens potencialmente malignas quando comparados a individuos saudaveis
(89). No estudo de Fan et al. 2006, com leucoplasias e carcinoma epidermoide oral,
houve maior expresséo proteica da HSP60 na leucoplasia quando comparada a
tecido de mucosa normal, porém nao houve diferenca estatisticamente significante
guando comparado ao carcinoma (78). A andlise da expressao génica da HSP60
entre pacientes com QA e controles saudaveis talvez possa encontrar diferencas em

sua expressao.

O aumento da expressdo da HSP60 esta frequentemente relacionado com a
progressdo do cancer, sendo um indicador de prognéstico ruim para tumores de
cabeca e pescoco, pulmdes, pristata, neuroblastoma, entre outros (90). Os casos
de CEC de labio tem, de maneira geral, bom progndéstico e sGo menos agressivos, 0

que poderia explicar a semelhanca na expressao génica das duas lesoes.

A HSP70 apresentou expressdo génica significativamente aumentada, em
cerca de 4 vezes, na QA em relagdo ao CEC de labio. As HSP desempenham papel
de protecdo celular aos danos causados por agentes estressores tais como
mudancas de temperatura, alguns medicamentos, infecgdes virais, radiagdo, metais
pesados, alcool, agentes oxidantes, deficiéncias nutricionais, hipoxia e
transformacdo maligna. Evitando o desencadeamento da morte celular programada
(apoptose), de forma a manter o equilibrio homeostatico no organismo (91).

O aumento da expressdo proteica da HSP70 em desordens orais
potencialmente malignas, especialmente nas leucoplasias, também foi observado
em outros estudos (79,87,91,92). Além disso, dois destes estudos (91,92) também

observaram a correlacdo positiva entre a expressao proteica da HSP70 com o grau
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de displasia, ou seja, quanto maior o grau de displasia da amostra, maior era a
imunomarcacédo para a HSP70. No presente estudo a correlacdo entre a expressao
génica e os diferentes graus de displasia ndo foi estatisticamente significativa, assim
como também néo se observou correlagdo com os aspectos clinicos da lesdo. A
diferenca de observadores na avaliacdo histopatolégica destes casos ou a
estratificacdo utilizada podem estar relacionadas a ndo confirmacao deste achado.
Além do reduzido tamanho da amostra que foi possivel reunir neste trabalho.

Por outro lado, observou-se que 0 aumento da expresséo génica da HSP70
foi correlacionado positivamente ao habito de tabagismo. Ja foi observado na
literatura (80), o uso do tabaco aumenta o estresse celular, e consequentemente, a
taxa de apoptose por meio da ativacdo de espécies ativas de oxigénio (EAO).
Vayssier et al. (93) observaram que células de mamiferos sofrem apoptose apés
exposicdo a baixas concentragcbes de tabaco e sofrem necrose apos altas
concentragcbes. Em ambos os processos, ha aumento da expressdo proteica de
HSP70. Este aumento parece ser uma tentativa de controle do estresse gerado pela
acao do tabaco e seus efeitos sobre o0 processo de apoptose. O aumento da
expressdo da HSP70 caracteriza uma resposta ao estresse fisico que acaba por

potencializar a toxicidade quimica causada pelo uso do tabaco (87,94).

No presente estudo o aumento da expressdo da HSP70 em amostras com
QA também foi correlacionada positivamente com um maior tempo de exposi¢cao a
radiacdo UV. E existe evidéncia na literatura que a exposicdo a radiacdo UV
aumenta a expressao proteica da HSP70 em culturas celulares de dermofibroblastos
humanos normais (48).

Culturas celulares de carcinomas orais mostram que a HSP70 n&o representa
apenas um marcador do sofrimento celular, mas sim uma proteina relacionada a
sinalizacdo que é essencial para a proliferacdo e sobrevivéncia destas células
tumorais; uma vez que o bloqueio destas proteinas foi relacionado ao aumento das
taxas de apoptose destas células (95). Porém, a avaliacdo imunohistoquimica de
amostras de carcinomas orais apresentou reducdo na expressao proteica da HSP70
conforme diminui o grau de diferenciacdo celular e piora o prognostico da lesdo
maligna oral. E relacionou a participacdo da HSP70 aos eventos iniciais do

carcinoma oral(96).
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Os resultados deste estudo corroboram os resultados observados na
literatura, uma vez que o aumento da expressdo da HSP70 é observado em lesdes
com potencial de transformacdo maligna, e no caso da QA, correlacionado ao
tabagismo e tempo de exposicdo solar, fatores estes conhecidamente relacionados
as lesBes malignas. O aumento da expressdo da HSP70 na QA pode representar
um marcador de interesse e de pior prognostico em pacientes tabagistas e expostos
ao sol por longos periodos, indicando possivel chance de transformacdo maligna.
Porém seriam necessarios estudos adicionais para confirmacdo do aumento da
expresséo proteica em QA e estudos prospectivos para confirmacgao da relacao da
expressdo da HSP70 com um risco aumentado de transformag¢ao maligna.

Este estudo encontrou maior expressdo de TLR4 em QA, apesar de a
diferenca nao ter sido estatisticamente significante em relacdo ao CEC de labio. O
TLR4 media o DNA danificado e inflamacéo induzidos pela radiacdo UVB, porém a
relacdo entre os TLRs e a carcinogénese ainda é obscura. A forma com que a
radiacdo UV ativa o TLR4 nao estd elucidada e necessita de maior investigacao,
porém alguns estudos mostram que ela ativa alguns ligantes do TLR4, como as
HSPs, proteinas da familia S100 e acido hialurénico, que participam da iniciacdo
dessa ativacgao (49,73). Song et al. mostrou que um tecido irradiado repetidas vezes
com radiacdo UVA e UVB aumenta a expressdo de TLR4, sugerindo que essa
interagcdo tem impacto importante na resposta imune da pele, sendo ele um
importante mediador na imunossupressao cronica causada pela exposicdo a
radiacéo solar prolongada (13).

O TLR2 foi mais expresso nas amostras de CEC de labio do que na de QA.
Apesar de este resultado ser compativel com a literatura, seu papel na progressao
de carcinomas ainda nao esta clara (88,97). Alguns estudos relacionam a expressao
do TLR2 com a progressdo do tumor em cancer de cabeca e pescoc¢o através do
reconhecimento das HSPs (72,98). Este aumento da expressao também pode estar
relacionado com a resisténcia a apoptose nos carcinomas orais (72). O estudo de
Gallo et al. sugere existir uma possivel relacéo entre o polimorfismo do TLR2 e o
desenvolvimento de lesdes orais malignas, o que poderia justificar a maior

expressao deste gene no CEC de labio do que na QA (63).
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7 CONCLUSOES

e A maioria das QAs mostrou algum grau de displasia epitelial, e em 2
casos ja eram de fato CEC de labio, o que ressalta a importancia da biépsia para
confirmar o diagnostico e definir o regime de tratamento e acompanhamento. Neste
trabalho ndo houve correlacdo entre grau de displasia e a expressao dos genes
estudados.

e A HSP70 exibiu expressdo aumentada em pacientes com QA em
relacdo ao CEC de labio. Além disso, houve correlagédo positiva significativa entre o
aumento da expressao génica da HSP70 e o habito de tabagismo e o maior tempo
de exposicdo solar em pacientes com QA. Desta forma, a HSP70 parece estar
relacionada com lesdes de QA com maior fator de risco, no que diz respeito a
transformacao maligna e deve ser investigada em estudos futuros.

e O TLR2 teve sua expressao aumentada nos pacientes com CEC de
labio, o que pode indicar um fator de prognoéstico para lesbes de QA com maior
potencial de transformagao maligna.

e TLR4 e HSP60 foram mais expressos na QA, porém sem diferenca
estatisticamente significantiva, o0 que pode sugerir que os mecanismos de ambos os

genes podem sofrer alteracdes desde o inicio da exposicao a radiacao UV.
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APENDICE A — Tabela A.1 — Quantificac&o de todas as amostras coletadas para anélise de pureza
do RNA com espectrofotdbmetro Nanodrop®

Amostra C (ug/pl) A260/A280 A260/A230
QA1 0.04 1.49 0.22
QA2 0.52 1.82 1.99
QA3 0.06 1.52 0.28
QA4 0.009 1.54 0.30
QA5 0.011 1.62 0.33
QA6 0.011 1.76 0.26
QA7 0.017 1.52 0.21
QA8 0.15 1.85 2.11
QA9 0.30 1.85 0.60
QA10 0.24 1.89 1.29
QA11 0.59 1.58 0.32
QA12 0.40 1.92 0.72
QA13 0.17 1.74 0.52
QA1l4 0.28 1.86 0.54
QA15 0.35 1.73 0.63
QA16 0.31 1.72 0.58
QA17 1.22 1.73 0.82
QA19 1.74 1.84 1.28
QA20 0.29 1.94 0.70
QA21 0.31 2.06 1.06
QA22 0.22 1.8 0.55
QA23 0.14 1.68 0.38
QA24 0.12 1.70 0.38
QA25 0.21 1.84 0.71
QA26 0.20 1.62 0.50
QA27 0.18 1.78 0.39
QA28 0.44 2.07 0.92
QA29 0.14 1.53 0.42
QA30 0.41 2.02 1.00
QA31 0.53 1.59 0.28
QA32 0.35 1.97 0.76
QA33 0.33 2.05 1.92
QA34 0.10 1.84 0.61
QA35 0.43 1.92 0.88
QA36 0.53 1.68 0.39
QA37 0.45 2.01 0.99
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QA38
QA39
QA40
CEC1
CEC2
CEC3
CEC4
CEC5
CECS6

0.56
0.34
0.58
0.18
0.16
3.82
131
3.69
1.37

1.58
2.13
1.60
1.81
1.78
1.78
1.93
1.92
1.95

0.30
1.43
0.30
0.57
0.45
1.33
0.64
0.96
1.01
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ANEXO A — Autorizacé@o de Pesquisa na Clinica Odontoldgica

UNIVERSIDADE METROPOLITAINA DE SANTOS
CAMPUS BANDEIRAINTE I, IT, I E IV

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

AUTORIZACAO DE PESQUISA NA CLINICA ODONTOLOGICA

TITULO DA PESQUISA: ANALISE DAS EXPRESSOES GENICA E PROTEICA DAS
PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO 60 E 70 E DOS RECEPTORES TOLL-LIKE 2 e 4
EM DIFERENTES GRAUS DE DISPLASIA EM PORTADORES DE QUEILITE ACTINICA

PESQUISADORES: Ligia Gonzaga Fernandes
ORIENTADOR/PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dr. Celso Augusto Lemos
Junior

PROFESSOR RESPONSAVEL LOCAL: Prof. Dr. José Narciso Rosa Assungao Junior

OBJETIVO PRINCIPAL DA PESQUISA: Correlacionar a expresséd génica a proteica,
parémetro§ clinicos e diferentes graus de displasia das queilites actinicas.

Obs. Lembramos da necessidade da aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
para iniciar a pesquisa trazendo copia do parecer e assinalando os dias de
utilizagao da Clinica Odontologica para a pesquisa (.

Dia e horario da utilizagdo da clinica para a pesquisa citada acima apés
aprovagao:Sextas- feiras das 8:00 as 12:00 junto a disciplina de Semiologia

Autorizo a utilizagdo da Clinica Odontolégica para a pesquisa acima
descrita.

Santos, 18/08/2017

2
/
/

¥

; o .
W s <

<_Profa. Dra. Sandra Kalil Bussadori
Coordenadora do Centro de Pesquisa e Pos Graduagao

Av. Cons. Nébias, 536, Santos, CEP: 11045-002 — SP ~ Fone: 5§5-13-3328-3400 — Homepage: www.unimes.br
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE

{ @ : ODONTOLOGIA DA W _p

UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DAS EXPRESSOES GENICA E PROTEICA DAS PROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO 60 E 70 E DOS RECEPTORES TOLL-LIKE 2 e 4 EM
DIFERENTES GRAUS DE DISPLASIA EM PORTADORES DE QUEILITE ACTINICA E
CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL.

Pesquisador: Celso Lemos

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 59004716.4.0000.0075

Instituicdo Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.824.854

Apresentacao do Projeto:

Por serem lestes com etiologia definida, € possivel e necessario conscientizar a populacéo sobre essas
condicdes e sua prevencdo.

A queilite actinica é muitas vezes negligenciada pelos pacientes, médicos e cirurgidves-dentistas. Dessa
forma, os pacientes susceptiveis ndo alteram seus habitos de exposi¢ao solar; os profissionais nédo
desenvolvem a capacidade de realizar orienta¢do adequada ou deteccéo precoce da entidade; e certamente
vivenciamos uma incidéncia de cancer de labio maior do que a inevitavel. As andlises histopatologicas de
rotina, embora capazes de estabelecer o diagnostico das queilites actinicas, utilizam critérios de gradacdo
das displasias epiteliais ainda questionaveis do ponto de vista do valor preditivo rumo a degeneracédo
maligna. Sendo assim estudos utilizando técnicas de marcagdo imunoistoquimica podem permitir avango de
nosso poder de precisdo prognostica em relacdo aos pacientes portadores de queilite actinica e, por
conseguinte, na adequacdo do planejamento terapéutico em bases individualizadas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar as expressoes génica e proteica das HSPs e dos TLRs em individuos com queilite actinica

Endereco: Av Prof Lineu Prestes 2227

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone:  (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br
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com diferentes graus de displasia em relacédo a individuos controles sadios e com carcinoma epidermoide
oral.

- Identificar a expresséo génica dos TLR nas queilites actinicas em relacéo a individuos controles normais e
com carcinoma epidermoide de oral.

* Identificar a expressdo proteica dos TLR nas queilites actinicas em relacgdo a individuos controles normais
e com carcinoma epidermoide de oral.

+ Correlacionar a expressdo génica & proteica, parametros clinicos e diferentes graus de displasia das
queilites actinicas.

+ Correlacionar as expressoes génica e proteica das HSPs e dos TLRs em individuos com queilite

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo minimos, inerentes ao procedimento cirdrgico de pequeno fragmento, sendo que a biopsia
incisional é realizada como procedimento padrdo para o diagnostico da lesdo e gradacdo das possiveis
displasias presentes.

Beneficios: A participacdo do paciente ndo trara beneficios diretos e ele, porém contribuira para que mais
estudos a cerca de sua condi¢édo sejam realizados,portanto sera beneficiado indiretamente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo é muito importante pois permitira avaliar se técnicas de marcac¢ao munoistoquimica podem permitir
avanco no poder de precisdo prognostica em relacdo aos pacientes portadores de queilite actinica e, por
conseguinte, na adequacédo do planejamento terapéutico em bases individualizadas, ja que as analises
histopatologicas de rotina, embora capazes de estabelecer o diagnostico das queilites actinicas,utilizam
critérios de gradacao das displasias epiteliais ainda questionaveis do ponto de vista do valor preditivo rumo
a degeneracao maligna.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

O pesquisador apresentou, Folha de Rosto, TCLE, Projeto detalhado, Autorizagdo do Laboratério de
patologia bucal, Autoriza¢do do laboratério de patologia molecular e autorizagdo da clinica.
Recomendacoes:

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatorios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatorio final, utilizando-se da op¢éo "Enviar Notificacao" (descrita
no Manual "Submeter Notificacao", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteracdo no projeto original deve ser apresentada "emenda” a este CEP, de forma

Endereco: Av Prof Lineu Prestes 2227

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone:  (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br
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objetiva e com justificativas para nova apreciacdo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
N&o ha pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 14/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_773501.pdf 11:13:48
TCLE / Termos de | TCLE.docx 22/08/2016 |Ligia Gonzaga Aceito
Assentimento / 13:31:46 |Fernandes
Justificativa de
Auséncia
Outros Autorizacao_Clinica_Ligia.pdf 17/08/2016 |Ligia Gonzaga Aceito
15:37:55 |Fernandes

Projeto Detalhado / | Projeto_doutorado.docx 15/08/2016 |Ligia Gonzaga Aceito

Brochura 18:58:28 |Fernandes

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 15/08/2016 |Ligia Gonzaga Aceito
18:46:22 |Fernandes

Qutros Autorizacao_patologia.pdf 15/08/2016 |Ligia Gonzaga Aceito
18:45:52 [Fernandes

Outros Autorizacao_lab_pato_molecular.pdf 15/08/2016 |Ligia Gonzaga Aceito
18:45:21 |Fernandes

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 18 de Novembro de 2016

Assinado por:
Maria Gabriela Haye Biazevic

(Coordenador)
Endereco: Av Prof Lineu Prestes 2227
Bairro: Cidade Universitana CEP: 05.508-900
UF: 5P Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Odontologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

ANALISE DAS EXPRESSOES GENICA E PROTEICA DAS PROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO 60 E 70 E DOS RECEPTORES TOLL-LIKE 2 e 4 EM
DIFERENTES GRAUS DE DISPLASIA EM PORTADORES DE QUEILITE ACTINICA
E CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

|. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO......... [....... [.......

ENDEREGO 1o eeeveeeeeseeeseeeseea e esesses e ese s eseeneeee NI
APTO: oo, Y (= =T T

011571 ] 0= =
TELEFONE: DDD (............ ) ettt ettt ettt

Il. DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

ANALISE DAS EXPRESSOES GENICA E PROTEICA DAS PROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO 60 E 70 E DOS RECEPTORES TOLL-LIKE 2 e 4 EM
DIFERENTES GRAUS DE DISPLASIA EM PORTADORES DE QUEILITE ACTINICA

E CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

PESQUISADOR RESPONSAVEL: LIGIA GONZAGA FERNANDES
ORIENTADOR: CELSO LEMOS
CO ORIENTADOR: CAMILA DE BARROS GALLO

Departamento USP: Estomatologia

Rubricas: Participante da Pesquisa Pesquisador Responsavel

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [
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3.

RISCO BAIXO O RISCOMAIOR [

DURAGAO DA PESQUISA : 18 meses

lll. REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AOS PARTICIPANTES

DA PESQUISA OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA

CONSIGNANDO:

1. Justificativa e 0s objetivos da pesquisa: O objetivo deste trabalho é avaliar

a expressao dos genes e proteinas descritas acima para tentarmos estabelecer
as probabilidades de evolucdo da queilite actinica, lesdo clinicamente

diagnosticada no seu labio inferior, para cancer de labio.

Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a
identificagc@o dos procedimentos que sao experimentais: O participante
da pesquisa esta sendo voluntariamente convidado para participar desta
pesquisa. O participante da pesquisa sera submetido a uma entrevista em gque
responderd perguntas sobre a sua saude, seguida de exame clinico bucal
completo. bidpsia (pequena cirurgia para remocgédo de fragmento de tecido) no
labio inferior, em area que a ser escolhida de acordo com o aspecto clinico da
les@o. Havendo condi¢cdes adequadas, o participante da pesquisa sera submetido
a procedimento de bidpsia para confirmag¢do do diagndstico e caracterizacao
microscopica do seu caso. A escolha da area a ser operada leva em conta
alteracdes clinicas evidentes da lesdo. Diante da confirmacdo do diagnostico o
participante da pesquisa recebera instrucbes para utilizacdo do protetor solar
labial e, dependendo dos resultados dos exames devera retornar periodicamente

para controle e acompanhamento em periodos regulares de 3 a 6 meses.

2. Desconfortos e riscos esperados: E esperado pequeno desconforto

associado ao procedimento cirlrgico da biépsia necessaria para determinar o

diagnéstico, que pode provocar pequeno inchacgo e alguma sensibilidade local

Rubricas: Participante da Pesquisa Pesquisador Responsavel
durante alguns dias. Voltamos a salientar que esse procedimento é necessario e
rotineiro. Todas as medidas para a sua seguranca serdo tomadas e qualquer
duvida adicional o participante da pesquisa podera ligar para o tel (11) 3091-

7883, contatando os pesquisadores responsaveis.
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3. Beneficios que poderdo ser obtidos: Pode nédo haver beneficio direto aos
participantes da pesquisa. Ela pretende contribuir para aumentar o conhecimento
sobre a doenca - queilite actinica - trazendo beneficios a toda populacdo que
sofre dessa condicdo. O participante da pesquisa terd o beneficio de conhecer
detalhadamente as caracteristicas de seu quadro clinico e recebera instrucbes
individualizadas de tratamento e controle. Uma vez estabelecido o diagnéstico,
gue deve consumir cerca de trés consultas, o participante da pesquisa devera
permanecer em controles periddicos regulares, de 3 ou 6 meses, de acordo com

as caracteristicas clinicas e microscopicas de seu quadro.

IV. ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO PARTICIPANTE DA PESQUISA CONSIGNANDO:

Acesso a qualquer tempo as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecimento de eventuais
davidas. A aluna de doutorado Ligia Gonzaga Fernandes é a pesquisadora e
operadora, o Prof. Dr. Celso Lemos € o orientador e o Prof. Dr. Norberto Nobuo
Sugaya e a Profa. Dra. Camila de Barros Gallo pesquisadores colaboradores da
pesquisa. Todos podem ser encontrados no endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 2227
— 05508-000 — S&o Paulo — SP - Departamento de Estomatologia tel: 3091-7883 ou
pelo Email: ligia.fernandes@usp.br e telefone celular. Se o participante da pesquisa
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (Seres Humanos) Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 — 05508-000 — S&o Paulo
— SP Fone: (11) 3091.7960 — E-mail: cepfo@usp.br Horario de Funcionamento:
segunda a sexta-feira das 8 as 17h (exceto feriados e recesso universitario). O
Comité é um colegiado interdisciplinar e independente, de relevancia publica, de

carater consultivo, deliberativo e educativo, criado para

Rubricas: Participante da Pesquisa Pesquisador Responsavel

defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.
(Resolucdo CNS n° 466 de 2012).
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E garantida a sua liberdade de retirada deste consentimento a qualquer

=

momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a

continuidade de seu tratamento na Instituicao;

2. Direito de confidencialidade — As informacfes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros participantes ndao sendo divulgado a sua identificagéo

em nenhum momento;

3. O patrticipante da pesquisa tem direito de ser mantido atualizado sobre os
resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de

resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

4. Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante
da pesquisa em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas e
medicacbes. Também n&do ha compensacao financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida

pelos pesquisadores.

5. O pesquisador podera utilizar o material remanescente para outras

pesquisas, o Sr. (a) deseja ser avisado? SIM( ) NAO( )

V. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim. Eu discuti com a doutoranda Ligia Gonzaga Fernandes sobre
a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacao € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Rubricas: Participante da Pesquisa Pesquisador Responsavel

Declaro ainda que recebo uma via deste Termo (assinada pelo pesquisador) para

minha guarda.
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Assinatura do participante da pesquisa Data [ [

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva

ou visual.
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste participante da pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do pesquisador Responsavel Data / /
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