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Resumo:

Introducdo: O cancer de cabeca e pescogo € a sexta neoplasia mais comum do mundo e
cerca de metade dos casos relatados representam cancer na cavidade oral, tendo como o
Carcinoma Epidermoide Oral (CEO) seu tipo histologico mais recorrente. Embora
correlacionado com alteracdes genéticas, alteracbes epigenéticas, como a metilagdo do
DNA, podem atuar como ativador ou supressor de mecanismos relacionados ao
desenvolvimento de cancer. Método: Foi realizada uma revisdo sistematica utilizando o
banco de dados da PubMed, no periodo de 2010 a 2021, foram selecionados artigos
originais, em inglés e de triagem clinica, com associa¢do positiva entre alteraces de
metilacdo de DNA e desenvolvimento do CEO ou associacdo positiva entre alteracdo no
padrdo de metilacdo do DNA e tabagismo no desenvolvimento de CEO. Resultados: Os
artigos selecionados demonstraram que alteracdes no padréo de hipermetilacdo dos genes
AGTR1, FOXI2, PENK, EDNRB, KIF1A, MAP3K14, PTEN, p16, WT1, MSH6 e PAX5 e
de hipometilacdo global de LINEL e do gene TNF estdo associadas ao desenvolvimento
de CEO, entretanto nenhum estudo presente nesta revisdo demonstrou a correlacdo entre
alteracdo no padrdo de metilacdo e o tabagismo. Conclusdo: Alteragfes no padrdo de
metilagdo de DNA e o desenvolvimento de CEO séo bastante relatados na literatura, estes
estudos propiciam o progresso de novos métodos de diagndstico e tratamento. Padrdes de
metilacdo dos genes TNF e MAP3K14 e o desenvolvimento de CEO precisam ser
elucidados. No que diz respeito ao tabagismo, nenhum trabalho encontrou correlacéo do
habito e alteracdes no padrdo de metilacdo foi encontrada.
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Abstract:

Introduction: Head and neck cancer is the sixth most common neoplasm in the world
and about half of the reported cases represent cancer in the oral cavity, with Oral
Epidermoid Carcinoma (OEC) being its most recurrent histological type. Although
correlated with genetic alterations, epigenetic alterations, such as DNA methylation
which can act as activator and suppressor of mechanisms related to cancer development.
Methods: A systematic review was carried out using the PubMed database, from 2010 to
2021. Original articles, in English and clinical screening were selected with a positive
association between DNA methylation alterations and OEC development or positive
association between DNA methylation pattern alterations and smoking in OEC
development. Results: The selected articles demonstrated that alterations in the
hypermethylation pattern of the genes AGTR1, FOXI2, PENK, EDNRB, KIF1A,
MAP3K14, PTEN, p16, WT1, MSH6 and PAX5 and global hypomethylation of LINE1
and the TNF gene are associated with the development of OEC, however, no study present
in this review demonstrated a correlation between changes in the methylation pattern and
smoking. Conclusion: Changes in the DNA methylation pattern and the development of
OEC are widely reported in the literature, these studies favor the progress of new methods
of diagnosis and treatment. Methylation patterns of the TNF and MAP3K14 genes and
the development of OEC need to be elucidated. Regarding smoking, no study found a
relationship between the habit and changes in the methylation pattern.

Key words: DNA Methylation, OEC, Oral Cancer.

Resumen:

Introduccion: El cancer de cabezay cuello es la sexta neoplasia mas comun en el mundo
y aproximadamente la mitad de los casos reportados representan cancer en la cavidad
oral, siendo el carcinoma epidermoide oral (OEC) su tipo histoldgico méas recurrente.
Aunque se correlaciona con alteraciones genéticas, alteraciones epigenéticas, como la
metilacion del ADN puede actuar como activador y supresor de los mecanismos
relacionados con el cancer. Método: Se realiz6 una revision sistematica utilizando la base
de datos PubMed, de 2010 a 2021, se seleccionaron articulos originales en inglés y
cribado clinico, con asociacion positiva entre alteraciones de la metilacion del ADN y
CEO o asociacion positiva entre en el patron de metilacion del ADN y tabaquismo e CEO.
Resultados: Los articulos seleccionados demostraron que las alteraciones en el patron de
hipermetilacion de los genes AGTR1, FOXI2, PENK, EDNRB, KIF1A, MAP3K14, PTEN,
pl6, WT1, MSH6 y PAX5 y de la hipometilacion global de LINE1 y el gen TNF estan
asociadas al desarrollo de CEO. Ningun estudio presente en esta revision demostro una

correlacion entre los cambios en el patron de metilacion y el tabaquismo. Conclusién:



Los cambios en el patrén de metilacion del ADN y CEO son ampliamente reportados en
la literatura, estos estudios favorecen el avance de nuevos métodos de diagndstico y
tratamiento. Es necesario dilucidar los patrones de metilacion de los genes TNF y
MAP3K14 vy el desarrollo de los CEO. Cuanto, al tabaquismo, ningun estudio encontro
relacion entre el habito y los cambios en el patron de metilacion.

Palabras clave: Metilacion del ADN, CEO, Céancer oral

INTRODUCAO

O cancer de cabeca e pescoco é a sexta neoplasia mais comum do mundo e cerca de
metade dos casos relatados representam cancer na cavidade oral, tendo como o Carcinoma
Epidermoide Oral (CEO) seu tipo histolégico mais recorrente, correspondendo
aproximadamente a 90% das alterages tumorais que atingem essa regdo’=.

Embora correlacionado com alteragdes genéticas, o desenvolvimento do cancer é bastante
associado a alteraces epigenéticas que independem de mutagdes na sequéncia do DNA*
’. Dentre as alteracdes no epigenoma, padrdes anormais de metilagdo do DNA e o
desenvolvimento de cancer ja foram relatados na literatura®®.

A metilacdo do DNA exerce influéncia em diversos processos no organismo, como a
recombinacdo durante a meiose, controle de replicacéo, estabilizacdo e manutencdo da
expressdo génica, entre outros’. O mecanismo de metilacio interfere diretamente na
acessibilidade do maquinério transcricional a cromatina impactando nos processos
decorrentes*'?, dessa forma, tanto a hipometilacdo quanto a hipermetilacio estdo
associadas a instabilidade gendémica, visto que a hipometilacdo ja foi associada com a
ativacdo de proto-oncogenes e a hipermetilagdo esta envolvida no mecanismo de
repressdo de diversos genes considerados supressores de tumor*34

Por ndo ser um evento aleatorio, diversos fatores exdgenos e enddgenos ja foram
associados a padrdes anormais de metilagio do DNA®, e o consequente desenvolvimento
de CEO'". Dos fatores exdgenos, a alimentacdo, o estresse, exposicdo quimica,
farmacos e inflamag6es, podem induzir a ocorréncia de alteragdes no epigenoma 82,
Diversos estudos ja associaram as alteragdes no epigenoma a exposi¢do a fumaca do
cigarro?24, Conforme Lin e colaboradores® e Zeilinger?®, habitos de vida como consumo
de alcool e tabaco, aumentam o risco para o cancer oral, porém como esses fatores
influenciam a metilagdo do DNA na carcinogénese oral ndo sio totalmente esclarecidos?’.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisdo sobre as
alteracOes dos padrées epigenéticos de metilacdo do DNA no desenvolvimento do cancer

oral, bem como sua associagdo com o tabagismo.



METODOLOGIA

Este trabalho é uma revisdo sistemética, para tal, foi utilizado o acervo de publica¢Bes
veiculadas em periddicos indexados no banco de dados da National Library of Medicine
(Medline) disponivel no site de buscas PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), que
como relatado por Bramer e colaboradores?®, representa um banco de dados especializado
com ferramentas para otimizar a precisdo, como o sistema de filtros de busca. E nesta
pesquisa que foram aplicados os seguintes filtros de busca: Classical Article, Clinical
Trial, English. O periodo estimado minimo de busca foi de 10 anos (01/01/2011 a
01/01/2021). Instituido um minimo de 5 artigos para a composicdo do presente estudo,
caso 0 n° minimo nao fosse alcancado seria adicionado 1 ano de abrangéncia a busca. Os
artigos a serem inclusos deveriam respeitar 0s seguintes critérios: Artigos originais em
inglés, recentes e datados conforme a abrangéncia final, com associagéo positiva entre
alteracdes de metilacdo de DNA e desenvolvimento do CEO ou associacao positiva entre
alteracdo no padrdo de metilacdo do DNA e tabagismo no desenvolvimento de CEO. Para
a execucdo da pesquisa foram utilizados dos seguintes termos de busca: Promoter gene
hypermethylation and oral cancer risk, promoter gene hypermethylation and oral cancer
development, promoter gene hypermethylation and OSCC risk, global hypomethylation
and oral cancer risk, DNA methylation and smoking cancers, DNA methylation changes

and oral Cancer, epigenetic biomarkers in oral squamous cell carcinoma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, a busca resultou em 20 artigos, no periodo de 01/01/2010 a
01/01/2021, todos de triagem clinica, dos quais 5 atenderam os termos de inclusdo, que
se encontram expostos na tabela 1. Os genes com metilacdo aberrante que foram
correlacionados estatisticamente com o desenvolvimento de CEO estdo sintetizados na
tabela 2. Os genes encontrados também foram classificados de acordo com a sua funcgéo
no desenvolvimento do cancer e estdo expostos na tabela 3. Quando determinado gene
age induzindo a progressao do ciclo celular eles sdo chamados de proto-oncogenes que
devido a alteragcdes na cromatina tornam-se oncogénicos. Em contrapartida, o controle
negativo se da pelos genes supressores tumorais, que, atuam inibindo a expressdo de
algum fendtipo indesejavel®®. AlteracGes epigenéticas e mutagdes nesses genes podem
resultar na perda de mecanismos importantes para o controle do ciclo celular®®-3? podendo
ocasionar um crescimento e desenvolvimento anormal das células quando comparada a
células normais®?-3*, de tal forma que, muitos estudos sugerem que a expressao impropria
desses genes associados diretamente ao ciclo celular, contribuem para o desenvolvimento

de diversas neoplasias®l3234%,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabela 1 — Sintese dos artigos selecionados.

. Ano da Local da Tipo de Genes Alteracgéo
Artigo . . . .
Pesquisa pesquisa estudo avaliados avaliada
AGTRI, Hipermetilacéo
Foy et 2015 Houston — Triagem FOXI2, e hinometilacio
al.%® Texas (EUA) | Clinica HOXA9, P lobal ¢
PENK e ZIC1 globa
New York,
: Massachusetts .
Pa;tla 27' et 2010 e Florida -Ig:?ngiir; EE:\II:Fiie Hipermetilagéo
' (EUA) e Porto
Rico (PR)
DAPK1,
RUNXS3, Hipermetilagéo,
Towle et 2013 Vancouver - | Triagem SFRP4, hipometilacédo
al.®® CA Clinica | CDKN2A, de genes
MGMT, TNF, especificos
MAP3K14
SUS;:TQa et 2016 haldar?lillbaad - -Ig;?r?iir; P16 e PTEN | Hipermetilagéo
Ribeiro et . Triagem WT1, MSHG, . I
40 2016 Coimbra - PT - GATAS5 e Hipermetilagéo
al. Clinica PAXE

Fonte: Elaboracéo propria, 2021.

Tabela 2 - Genes com metilagdo aberrante associados com o desenvolvimento de CEO
nos artigos obtidos.

Artigos

Genes

Alteracédo Observada

Hipermetilacdo

Foy et al., (2015)% AGTR1, FOXI2, PENK

Hipermetilacdo

Pattani et al. (2010)% EDNRB, KIF1A
MAP3K14 Hipermetilacdo
38 ’ )
Towle etal. (2013) TNF Hipometilagéo
Sushma et al. (2016)* PTEN, P16 Hipermetilagdo

Ribeiro et al. (2016)* MSH6, WT1, PAX5 Hipermetilacdo

Fonte: Elaboracéo propria, 2021.

Tabela 3 — Classificacdo dos genes associados com o desenvolvimento de CEO nos
estudos.

Genes
AGTR1*, FOXI2*? e MAP3K14%
PENK*, EDNRB*, KIF1A*, PTEN*,
P16%8, MSH6%°, WT1%°, PAX5%! e TNF®?

Classificacao
Oncogene

Supressor Tumoral

Fonte: Elaboragéo propria, 2021.




Foy e colaboradores®, investigaram o percentual de metilagdo de 5 genes, AGTRI,
FOXI2, PENIK, ZIC1 e HOXA9, em tecidos acometidos pelo cancer da cavidade oral.
Seus achados sugerem uma correlacgéo significativa entre a metilacao na regido promotora
dos genes AGTR1 (p=0,0004), FOXI2 (p=0,0021), PENK (p<0,0001) e CEO. Para 0s
genes ZIC1 e HOXAQ9, néo foram encontradas relagdo com o desenvolvimento do cancer
oral. Esses resultados foram confirmados por Saintigny e colaboradores®, que
encontraram que o grau de metilacdo de AGTR1 (p<0,0001), FOXI2 (p=0,0002) e PENK
(p=<0,0001) foram significativamente maiores em pacientes que desenvolveram cancer
oral comparados com os que ndo desenvolveram.

Foy e colaboradores®, também investigaram o padrdo de hipometilagio global
relacionada com a incidéncia de CEO, os autores mediram grau de metilacéo através de
sequéncias repetitivas ao longo do genoma, em especifico o long-interspersed nuclear
element-1 (LINE-1). Seus achados demonstraram uma associa¢do positiva entre a
hipometilagdo do LINE-1 e desenvolvimento de CEO.

A hipometilacdo global é caracteristico em diversos canceres, dentre estes o de cabeca e
pescoco® . Misawa e colaboradores®, analisaram niveis de hipometilagdo do LINE-1
como prognostico de carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco e CEO e
conforme seus resultados, a hipometilacdo do LINE-1 resulta em um prognéstico
desfavoravel para o cancer da cavidade oral. Caliri e outros®’, quantificaram os niveis de
metilacdo do LINE-1 em fumantes, que demonstraram uma perda significativa de
metilacio nesses elementos transponiveis (p=0,03078). Andreotti e colaboradores®,
identificaram uma associacdo entre o habito de fumar e hipometilacdo de LINE-1 com o
risco de desenvolvimento de cancer e mortalidade da doenga™.

De acordo com Prak e outros®, elementos repetitivos de DNA correspondem a cerca de
50% do genoma humano e acredita-se que a perda de metilacdo global observada em
diversos tipos de canceres seja principalmente devido a hipometilagdo nos elementos
moveis®®. Assim, a analise de elementos de repeticdo do DNA, como o LINE-1, pode ser
um marcador importante de metilacio de DNA®2%3 e consequentemente de diversos
canceres, como 0 CEQ56:64-66,

Ao avaliarem padr6es de metilagdo em determinadas regides do DNA e sua relagcdo com
o aparecimento de CEO, Pattani e seus parceiros®’, verificaram uma correlagdo
significativa entre a metilacdo da regido promotora e o surgimento de tumores orais para
0s genes EDNRB (p< 0,0001) e KIF1A (p=0,014), no entanto, sem nenhuma correlagédo
com o tabagismo (p=0,372). Cordeiro-Silva e outros®’ analisaram metilacio de diversos
genes relacionado ao cancer oral, dentre os quais, 0 EDNRB, e em seus resultados, a

hipermetilagcdo do gene néo foi associada ao uso de tabaco.



O aumento da metilacdo de EDNRB em tecidos acometidos pelo CEO é corroborada por
Viet e colaboradores®, que ao analisar diversos regides do gene EDNRB, relataram uma
diferenca significativa entre individuos acometidos e nao acometidos pelo CEO
(p=<0,001), Morandi e outros® verificaram uma hipermetilagdo significativa na regido
promotora do gene KIF1A (p<0,05), sugerindo-o como possivel marcador no progndstico
de tumores da cavidade oral.

Towle e colaboradores®® analisaram o padrio de metilacéo da regido promotora de tecidos
CIS (Carcinoma in situ)/CEOQ, displasicos e normais adjacentes de 30 bidpsias, a fim de
avaliar as alteracbes no padrdo de metilacdo no desenvolvimento de CEO e evitar a
influéncia de habitos como o tabagismo, e encontraram uma associa¢do positiva, e
independente, entre a hipermetilacdo do gene MAP3K14 (p=0,0029), bem como a
hipometilacédo do fator de necrose tumoral (TNF) (0,0068) no desenvolvimento de CEO.
O papel do gene MAP3K14 na carcinogénese ainda nio foi completamente esclarecido’.
No entanto, alguns estudos j& sugeriram que o MAP3K14 pode atuar na migracao de
células cancerosas e que alteracBes no seu padrdo de metilacdo e expressdo estdo
associadas ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer®®7:72 além do mais, a quinase
indutora de NF-kB ou MAP3K14, devido a sua capacidade de regulacdo da proliferacao
celular, pode promover a tumorigénese’ 7.

Boa parte dos canceres atualmente conhecidos envolvem a ativagdo da via NF-Kb™. A
ativacdo dessa via ocorre devido a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa e
IL1, e através da sinalizacdo cruzada o NF-kB afeta muitas vias de sinalizacdo
importantes para a regulacdo celular’®. Embora o mecanismo ndo seja completamente
elucidado é sabido que a secrecdo de citocinas, como a TNFa, pode criar um mecanismo
de feedback para a ativacdo de NF-kB continua e, concomitantemente, a expressao
aberrante pode contribuir para o avanco de diversas neoplasias’’"®, corroborando com os
achados por Towle e colaboradores®.

Malaponte e colaboradores®, constataram uma correlagdo na modulagio de NF-kB por
TNFa em ceélulas tumorais de pacientes com cancer, sendo fortalecido por diversos
achados que evidenciam a inflamagdo em estado crénico, potencializando o risco de
desenvolvimento de cancer 8% Ademais, alguns estudos ja evidenciaram o papel
importante do TNFa no surgimento de neoplasias, dado que, ele pode atuar estimulando
a producdo de moléculas relacionadas a danos no DNA, como espécies reativas de
oxigénio e ainda alterar os mecanismos de morte e proliferacéo celular84-6,

Sushma e colaboradores® relataram uma correlagio positiva entre a metilago dos genes
PTEN e pl6 e o desenvolvimento do CEO (p=<0,0001) (p=0,017), entretanto sem

correlagdo entre a metilagdo e o tabagismo. Tanzawa e outros®’ encontraram correlagio


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2011.00098/full#B110
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2011.00098/full#B110

significativa entre o padrdo de metilagio de PTEN e o desenvolvimento do CEO
(p=0,0104). Quando aplicados para fumantes, a metilacio no gene PTEN n&o foi
significativo, porém apresentaram uma alta frequéncia de metilacdo na regido promotora
deste gene (31%).

Analisando o padréo de metilacdo do gene p16 em fumantes sem cancer oral, Von Zeidler
e outros®®, sugeriram que as alteracGes epigenéticas podem favorecer o aparecimento do
tumor na cavidade oral, sendo, portanto, um provavel biomarcador para a deteccdo
precoce de CEO. Shaw e colegas®® verificaram que a metilagdo do gene pl6 foi
significativa quando comparado um tecido acometido por CEO e um tecido normal (p=
0,048).

Ribeiro e colegas*®, descreveram o padrdo de metilacido de diversos genes e a sua
correlacdo com o desenvolvimento de CEO, sem avaliar a correlacdo entre alteracdes no
padrdo de metilacdo e o tabagismo. A metilacdo do gene WT1 foi mais frequentemente
observado, seguida de MSH6, PAX5 e GATAS. A metilacdo de WT1 foi estatisticamente
correlacionada com o0s estagios cancerosos T1 e T2 (p= 0,002) e GATAS com 0s estagios
T3 e T4 (p=0,010), a metilacdo de PAX5 foi estatisticamente associada a acometimentos
na lingua (p= 0,008) e quando MSH6 encontrava-se metilado a amostra possuia 4 vezes
mais chances de ser N1 ou N2. Os estagios tumorais T (I-1V) e N (I-1V), referem-se
respectivamente ao tamanho do tumor e a sua ramificagcdo, ou ndo para linfonodos
proximos®® 1,

Os autores também encontraram associacao positiva entre a metilacdo no gene MSH6 e o
desenvolvimento de metéastases e recidivas (p=0,008). Khongsti e colaboradores®
verificaram uma diferenca significativa entre o padrdo de metilacdo do gene WT1 no
tecido normal e o acometido por CEO (p< 0,001). Conforme Oji e outros®, este gene
possui um papel relevante no crescimento e na diferenciacdo celular e tem sua super
expressao correlacionada com o desenvolvimento de outros canceres, como o Carcinoma
de células escamosas de cabega e pescogo®.

De acordo com Norhany e colaboradores®, o gene PAX5, apresenta altos niveis de
expressao em tumores orais primarios, sugerindo um papel relevante durante o
desenvolvimento da carcinogénese oral. Alteracbes na metilacdo de GATA5 foram
correlacionadas com a metéstase e recidivas durante e/ou depois do tratamento de CEO®.
Referente ao gene MSH6, conforme Buttin e colaboradores® este encontra-se diretamente
correlacionado com mecanismos de reparo do DNA e uma possivel associagdo com

estagios mais avancados de cancer de lingua.



No que diz respeito a influéncia do tabagismo nas alteracfes de metilagdo de DNA e o
desenvolvimento de céancer oral, nenhum artigo foi encontrado, seguindo os critérios

estabelecidos neste trabalho.

CONCLUSAO

Os achados deste artigo evidenciam que alteraces no padréo de hiper e hipometilacéo de
DNA estdo correlacionados com o desenvolvimento de CEO favorecendo a criagdo de
novos métodos de diagnostico e de tratamento. Referente aos genes TNF e MAP3K14,
ha a necessidade de novos estudos a fim de elucidar sua relagdo com o cancer de boca.
Por fim os artigos selecionados ndo encontraram uma correlagdo entre o tabagismo e

metilacdo aberrante de DNA.
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