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ANDRADE, Lucas Rennan de Oliveira. Avaliacdo de Parametros de Estresse
Oxidativo em Neoplasias Benignas e Malignas de Cabeca e Pescoco.
2021. 61 paginas. Dissertacao de Mestrado (Programa de Pos Graduacdo em
Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O termo neoplasia de cabeca e pescoco faz referéncia a um conjunto de
tumores benignos ou malignos, localizados anatomicamente no trato
aerodigestivo superior. Podem surgir em varios locais como nas mucosas da
boca em regibes como labios, base da lingua, lingua, assoalho bucal e palato
duro, e na faringe em regiées como orofaringe, hipofaringe e nasofaringe. Em
grande parte das situagfes, a distingdo entre tumores benignos e malignos é
baseada em aspectos morfologicos. Entretanto, em determinadas situactes
nao existe concordancia entre os aspectos do tumor com seu comportamento
bioldgico dificultando o diagndstico correto. Sabendo do envolvimento do
estresse oxidativo no desenvolvimento de vérios tipos de neoplasias, 0 objetivo
desse trabalho foi determinar os parametros de estresse oxidativo sistémico em
pacientes com alteracdes benignas e malignas em cabeca e pescoco. Apds
aprovacao pelo conselho de ética, (CEP-UEL n° 3.595.210), foram incluidos 35
individuos saudaveis de um banco de dados em nosso laborat6rio, formando o
grupo controle (n=35). No grupo experimental, foram coletadas amostras de
sangue de 40 pacientes com lesfes benignas e malignas em regido de cabeca
e pescoco, que foram divididos em dois grupos: BENIGNO (n=9) e CECP
(n=31). As amostras de sangue coletadas foram utilizadas para avaliacdo de
parametros de estresse oxidativo sistémico. Um questionario para avaliacdo de
dados clinicos patolégicos também foi coletado. Quanto as andlises de
estresse oxidativo sistémico, foram avaliados nos eritrocitos a defesa
antioxidante mediados pela Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Glutationa Reduzida (GSH), além da lipoperoxidacdo de membrana. Os
resultados para SOD e CAT mostraram que a atividade dessas enzimas foi
maior em relacdo ao grupo controle. Na analise da GSH, somente o grupo
CECP apresentou niveis significativamente reduzidos em relacdo ao controle.
Quando o grupo BENIGNO foi comparado ao CECP nenhuma diferenca
significativa foi encontrada para os parametros citados. Além disso a
capacidade conter a lipoperoxidacdo foi significativamente menor no grupo
BENIGNO e CECP. Quando comparado entre si, ndo foram observadas
diferencas relevantes. Pelas andlises realizadas, o estresse oxidativo a nivel
sistémico foi mais pronunciado em pacientes com neoplasias benignas e
malignas em relacdo ao grupo controle. A analise comparativa entre 0s grupos
nao mostrou diferencas estatisticamente relevantes nos marcadores de
estresse utilizados neste estudo, o que indica e justifica um aumento do estudo
dos tipos de marcadores para estresse oxidativo em neoplasias de cabeca e
pescoco.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes. Neoplasias de Cabeca e Pescoco.
Radicais Livres.
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ABSTRACT

The term head and neck neoplasm refers to a set of benign or malignant
tumors, anatomically in the upper aerodigestive tract. They can appear in
various places, such as in the mouth mucosa in regions such as the lips, base
of the tongue, tongue, mouth floor and hard palate, and in the pharynx in
regions such as the oropharynx, hypopharynx and nasopharynx. In most of the
hypotheses, the distinction between benign and malignant tumors is based on
morphological aspects. However, in certain hypotheses there is no agreement
between the aspects of the tumor and its biological behavior, making the correct
diagnosis difficult. Knowing the involvement of oxidative stress in the
development of various types of neoplasms, the aim of this study was to
determine the parameters of systemic oxidative stress in patients with benign
and malignant changes in the head and neck. After approval by the ethics board
(CEP-UEL n° 3.595.210), 35 included were included, included in a database in
our laboratory, forming the control group (n = 35). In no experimental group,
blood was collected from 40 patients with benign and malignant lesions in the
head and neck region, which were divided into two groups: BENIGNO (n = 9)
and CECP (n = 31). Blood collections were used to assess systemic oxidative
stress parameters. A questionnaire for evaluating clinical pathological data was
also collected. As for the analysis of systemic oxidative stress, the antioxidant
defense mediated by Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT) and
Reduced Glutathione (GSH) were taken in erythrocytes, in addition to
membrane lipoperoxidation. The results for SOD and CAT impartial that the
activity of these enzymes was higher compared to the control group. In the
analysis of GSH, only the CECP group presented reduced levels in relation to
the control. When the BENIGNO group was compared to CECP, no defined
difference was found for the mentioned parameters. Furthermore, the ability to
contain lipoperoxidation was less compliant in the BENIGNO and CECP groups.
When compared to each other, they were not observed relevant. Based on the
analyzes performed, systemic oxidative stress is more pronounced in patients
with benign and malignant neoplasms compared to the control group. A
comparative analysis between groups not statistically differentiated regarding
the stress markers used in this study, which indicates and justifies an increase
in the study of the types of markers for oxidative stress in head and neck
neoplasms.

Key-words: Antioxidant Enzymes. Head and Neck Neoplasms. Free radicals.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 NEOPLASIAS DE CABECA E PESCOCO

O termo neoplasia de cabeca e pescoco faz referéncia a um conjunto de
tumores localizados anatomicamente no trato aerodigestivo superior (DAHIYA
& DHANKHAR, 2016). Podem surgir em varios locais como nas mucosas da
boca em regibes como labios, base da lingua, lingua, assoalho bucal e palato
duro, e na faringe em regides como orofaringe, hipofaringe e nasofaringe
(ROCHA & CARIA, 2013). Com relacao a distribuicdo anatomo-topografica dos
tumores, 40% séo originados em cavidade oral, 15% na faringe, 25% na laringe

e 0s 20% restantes sdo distribuidos nos demais sitios. O papiloma escamoso

de cavidade oral é um dos exemplos mais comuns de neoplasia benigna de
cavidade oral (FIGURA 1A) (ANDRADE et al., 2019). Das neoplasias malignas,
o0 carcinoma de células escamosas é o0 tipo histolégico mais frequente,
representando 95% dos casos (FIGURA 1B). (SANTOS, BATISTA,
CANGUSSU, 2010).

e 2 SRR T P S AR S s
Figura 1 - (A) Papiloma escamoso de cavidade oral com presenca de
acantose, papilomatose, hiperqueratose e células escamosas com halo
perinuclear claro e binucleacfes raras. Auséncia de coilocitose. HE. Aumento
10x (Fonte: Adaptado de Andrade et al., 2019). (B) Carcinoma de células
escamosas de cavidade oral. Ilhas de tumor podem ser vistas infiltrando os
tecidos conjuntivos profundamente ao epitélio oral sobrejacente. Carcinoma
moderadamente diferenciado com um padrdo invasivo ndo coeso (Fonte:
Adaptado Speight & Farthing, 2018).

Segundo dados do GLOBOCAN (Global Cancer Observatory, 2018)
foram estimados no mundo, 650 mil novos de Carcinoma Epidermodide de

Cabeca e Pescoco (CECP) e aproximadamente 330.000 mortes anualmente
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representando o sexto cancer mais comum. No Brasil, sdo estimados para
2020-2022, 11.180 novos casos para o sexo masculino e 4.010 para o0 sexo
feminino correspondendo a um risco estimado de 10,69 para os homens e 3,71
para as mulheres a cada 100 mil habitantes (INCA, 2020). Além disso, outro
dado que sugere um importante crescimento de CECP no Brasil, é a estimativa
de novos casos realizada pela International Agency for Research on Cancer
(IARC). Segundo o IARC, em torno de 43.278 novos casos (Figura 2) seréo
notificados e 28.243 individuos irdo a ébito até 2025 (Figura 3) (IARC, 2020).

Estimated number of new cases from 2020 to 2025, Both sexes, age [0-85+]
Brazil

Hypopharynx
Larynx

Lip, oral cavity

T T T
5 10 15
Estimated number of new cases (in thousands)
Totals I ——
a0 37389 2020 2025

205 43278 2025

IARC - All Rights Reserved 2020

Figura 2 — Estimativa de novos casos de cancer de cabeca e pescoco no Brasil
entre 2020-2025. (Fonte: IARC, 2020).
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Estimated number of deaths from 2020 to 2025, Both sexes, age [0-85+]
Brazil

Hypopharynx

Larynx

Lip, oral cavity

Nasopharynx

Qesophagus

Oropharynx

Salivary glands

T T
5 10 15

Estimated number of deaths (in thousands)
Totals

2020 2421
2025 28243 2025

2020 2025

IARC - All Rights Reserved 2020

Figura 3 — Estimativa de mortes por cancer de cabeca e pesco¢o no
Brasil entre 2020-2025. (Fonte: IARC, 2020).

Os sinais e sintomas sao variados e podem aparecer na boca, nos seios
paranasais, no nariz ou na garganta e incluem ferida ou nddulo que nao
cicatriza, dor de garganta persistente, dificuldade para engolir e mudancas na
voz (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Os pacientes relatam dores locais
nos ouvidos e pescoco, em algumas circunstancias complicacdes ao engolir e
rouquiddo com tom de voz anormal e dificuldade na fala (SCHIFF, 2018). Na
garganta € descrito dificuldade ao engolir, dor ou secura. No pescoco € descrito
aumento de ganglios linfaticos ou nédulo e em menor intensidade observa-se
afta, anormalidade no paladar, perda de peso e sangramentos (INCA, 2020).

Tanto fatores intrinsecos como extrinsecos sao responsaveis pelo
surgimento do CECP. Como fatores intrinsecos pode-se destacar a idade,
etnia, sexo, mutacbes espontaneas e/ou herdadas (GALBIATTI et al., 2013).
Como fatores extrinsecos pode-se destacar o tabagismo, etilismo, infecctes
virais, ma-higiene bucal, dietas pobres em vegetais e exposicdo a radiacao
ultravioleta (DHULL et al., 2018).
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O tabagismo é um dos principais fatores de risco e a mutagénese
induzida pelos componentes do cigarro ja € bem estabelecida. Os cigarros
possuem mais de 4.700 substancias toxicas e cerca de 60 substancias séo
consideradas carcinogénicas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
aminas aromaticas e nitrosaminas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (US; NATIONAL CENTER FOR CHRONIC DISEASE
PREVENTION AND HEALTH PROMOTION (US; OFFICE ON SMOKING AND
HEALTH (US, 2010). Em média, 80% dos CECP sao atribuidos a exposicéo a
esses componentes presentes no cigarro. Os fumantes tém dez vezes mais
chances de desenvolver céancer quando comparados aos ndo fumantes
(ANDRADE, SANTOS, OLIVEIRA, 2015). Além disso, o etilismo € outro fator
importante que associado ao tabagismo, atua em sinergia promovendo
alteracdes passiveis de transformacdo neoplasica (ANDRADE, SANTOS,
OLIVEIRA, 2015).

O HPV é amplamente aceito pela comunidade cientifica como um fator
de risco para varios canceres como o cancer de colo de Utero, de vulva, vagina,
pénis, anal, e o préprio CECP (WHO, 2020). A associacado entre o HPV e as
lesbes em células escamosas foi descrita pela primeira vez em 1983 por
Syrjanen e colaboradores. Alguns anos depois, a literatura forneceu evidéncias
que o HPV, principalmente de alto risco é um fator independente para o
surgimento de cancer orofaringeo (LETO et al., 2011).

A velocidade no diagnéstico de pacientes com neoplasia benigna ou
maligna de cabeca e pescoco é uma etapa fundamental para a sobrevida dos
pacientes. Quando o diagnéstico € realizado de maneira precoce, a taxa de
sobrevida dos pacientes pode atingir 70 — 90%, ultrapassando a média mundial
de sobrevida estimada em 46% (FILHO, 2013).

O tratamento para as neoplasias de cabeca e pescoco pode ser
cirurgico, radioterapico, quimioterapico ou a combinacédo desses métodos. Em
estagio inicial, onde ndo é observado comprometimento linfonodal e o tumor
apresenta-se menor do que 2cm (T1, NO, M0O), a remocéo cirurgica é suficiente
para o tratamento efetivo. Porém, quando é observado invasdo de tecido
adjacente, certamente havera comprometimento de linfonodos regionais
alterando o estadiamento da neoplasia para T2, T3 ou até T4 levando a
escolha do tratamento combinado (GALBIATTI et al, 2013).
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Vale destacar que na grande maioria das situacdes, a distincdo entre
tumores benignos e malignos é baseada em sua morfologia com consideravel
confianga. Ocasionalmente, apesar dos esforgcos dos patologistas, alguns
tumores dificultam essa caracterizacdo. Alguns aspectos podem sugerir
tumores benignos enquanto outras apontam para um potencial maligno
(ROBBINS & COTRAN, 2010). Existem situacbes em que nao existe
concordancia entre os aspectos do tumor com seu comportamento bioldgico.
De maneira geral, tumores benignos e malignos podem ser diferenciados com
base em sua diferenciacdo e anaplasia, taxa de crescimento, capacidade de
invasdo e metastase (INCA, 2020).

O termo diferenciacdo se refere a extensdo com que as células do
parénguima tumoral benigno se assemelham as células do parénquima normal,
com base em sua morfologia e fungédo (INCA, 2020). Nos tumores benignos, as
células se apresentam bem diferenciadas na maioria das vezes com estrutura
tipica do tecido de origem. Nos tumores malignos, as células podem se
apresentar bem diferenciadas com relacao as células do tecido de origem, ou
completamente indiferenciadas (KIM et al., 2020). Além disso, nos tumores
malignos é observado falta de diferenciagdo com anaplasia com estrutura
frequentemente atipica (ROBBINS & COTRAN, 2010).

Uma questdo fundamental na biologia dos tumores é a taxa de
crescimento e os fatores que influenciam no desfecho clinico e nas respostas
terapéuticas. A taxa de crescimento de um tumor € determinada por trés
fatores, sdo eles: o tempo de duplicacdo das células tumorais, a fracdo das
células tumorais que se encontram no grupo replicativo e a taxa com que as
células sédo perdidas ou morrem (CTCA, 2017). Nos tumores benignos, a taxa
de crescimento € geralmente progressiva e lenta, podendo atingir um ponto de
paralisacdo ou até mesmo regredir (INCA, 2020). Sdo observadas figuras
mitéticas raras e normais. J& nos tumores de fend6tipo maligno, séo observadas
uma taxa de crescimento instavel, e pode ser desde lenta até rapida. Figuras
mitéticas podem ser numerosas e anormais (IARC, 2020).

Com relagédo a invasao local, tumores benignos crescem como uma
massa expansiva coesa, permanecendo localizada em seu sitio de origem
além de nado possuir capacidade de infiltrar, invadir ou metastizar (COOPER,

2018). Devido ao seu crescimento lento, geralmente desenvolvem uma
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margem de tecido conjuntivo comprimido sendo referido como capsula fibrosa,
derivada da matriz extracelular do tecido nativo por meio da atrofia das células
parenquimatosas normais que estdo sob pressdao do tumor benigno em
crescimento (INCA, 2020). A grande maioria dos tumores malignos nao
reconhece margens anatdmicas normais, dificultando muito a resseccao
cirdrgica (COOPER, 2018). Nessas situacfes sao removidas margens de
tecido normal afim de evitar o reaparecimento do céancer (KIM et al., 2020). No
CECP, a remocdo de uma margem de seguranca traz complicacOes
importantes, uma vez que a regido anatbmica onde 0s tumores surgem Sao
pequenas (IARC, 2020). Sendo assim, o principal tratamento pode trazer
consigo sequelas para toda vida, como complicacdes na fala, alimentacéo e
degluticdo além da baixa autoestima (American Society Cancer, 2019).

Por fim, um dos fatores mais importantes para a gravidade dos tumores
€ a metastase. Metastase é definido como um implante tumoral descontinuo
com o tumor primario (Australian Governament Cancer, 2014). A capacidade
de invasdo dos tumores malignos permite que eles atinjam a corrente
sanguinea, vasos linfaticos e cavidades corpéreas promovendo sua
disseminacéao. Vale ressaltar que quanto mais indiferenciado um tumor primario
€, maior a probabilidade da realizacdo de metastase (INCA, 2020). Felizmente,
tumores benignos néo realizam metastase devido a auséncia de invasao e sua
lenta velocidade de crescimento (IARC, 2020).

Sendo assim, a avaliacdo das diferentes caracteristicas das neoplasias,
como morfologia, comportamento biolégico, diferenciagdo celular, taxa de
crescimento, capacidade de invasdo e metéstase fornece informagfes capazes
de distinguir uma neoplasia benigna de uma neoplasia maligna na maioria das
situacdes. Entretanto, nem sempre esses parametros sao suficientes para o
diagnéstico correto. Portanto, € necesséario a identificacdo de marcadores
moleculares, como o0s de estresse oxidativo como meio para auxiliar no
diagnoéstico correto dos tumores, permitindo assim a escolha adequada do

tratamento.
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo (EO) é definido como desequilibrio entre a geracao
de espécies reativas e sua neutralizagdo pelo sistema de defesa antioxidante
(SOSA et al., 2013). As espécies reativas sao produzidas de maneira fisiolégica
em diversas reacfes bioquimicas no nosso organismo, como na geracao de
ATP (adenosina trifosfato) e na cadeia transportadora de elétrons (KUMAR et
al., 2012). No organismo, as espécies reativas estdo envolvidas em varios
processos fisiolégicos como fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intracelular e sintese de substancias biolégicas (DI MEO;
VENDITTI, 2020). Quando em excesso, apresentam efeitos colaterais
importantes como danos em DNA, modificacdo oxidativa das proteinas e
peroxidacao lipidica das membranas levando a perda de seletividade na troca
ibnica e liberacdo do conteudo das organelas, como enzimas hidroliticas dos
lisossomos culminando em morte celular (KUDRYAVTSEVA et al., 2016).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO)
enquanto espécie reativa de nitrogénio (ERN) ocorre quando o elétron
desemparelhado se encontra centrado nos atomos de nitrogénio (KAMINSKYY
& ZHIVOTOVSKY, 2014). As ERO séo distribuidas em dois grupos: radicalares
como: radical hidroxila (*OH) e o anion superoxido (O2"), e os ndo radicalares:
como o peroxido de hidrogénio (H202). Das ERN podemos destacar o oxido
nitrico (NO-), nitritos (NO), nitratos (NO3) e peroxinitritos (ONOO") (VEAL et
al., 2007; KAMINSKYY & ZHIVOTOVSKY, 2014).

Os agentes antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia, que
guando presente em baixas concentracées em relacdo do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a sua oxidacdo (SIES,
2015). E considerado um importante mecanismo utilizado pelas células para
minimizar danos causados pelas espécies reativas. Esse sistema é constituido
por antioxidantes enzimaticas como a Superéxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) e ndo enzimaticos como a glutationa,
vitaminas C e E (SIES, 2015).

A SOD é uma das principais enzimas antioxidantes no balango redox

sendo responsavel por dismutar o anion superdxido em peréxido de hidrogénio.



© 00 N O O o W N P

W W W W N N N DN DN N DN DNMNDNDMDNPEP P PP PP PR
W N P O © 00N OO O A WO N P OO OO NO O b W M, O

19

Ela possui duas isoformas: SOD1 (Cu/ZnSOD) sendo encontrada
preferencialmente no citoplasma enquanto a SOD2 (MnSOD) € mais observada
na mitocondria (FUKAI & FUKAI, 2011). O perédxido de hidrogénio € originado
pela B-oxidacdo de &cidos graxos pela dismutacdo do anion superoxido. Possui
acao antimicrobiana pois € capaz de oxidar a membrana celular, levando a
morte do microrganismo (FANG; VAZQUEZ-TORRES, 2019). Na auséncia de
metais de transicdo, o perdéxido de hidrogénio € pouco reativo a moléculas
organicas. Entretanto, na presenca de ferro e cobre, pela Reacdo de Fenton,
pode ser convertido em radical hidroxila (LAROSA & REMACLE, 2018). A
catalase € outro importante sistema antioxidante encontrado em hemacias, rins
e figado, convertendo o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (BRIEGER
et al.,, 2012). O grupamento tiol (-SH) mais abundante nas células é
representado pela glutationa, encontrado principalmente em hepatdcitos e
hemacias sendo composto por duas enzimas: sdo elas a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa redutase (GR) (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Esse
sistema opera em ciclos entre as formas oxidada e reduzida da glutationa
(GSSG-GSH), além de atuar dismutando o peréxido de hidrogénio em agua e
oxigénio da mesma forma que que a catalase (AQUILANO; BALDELLI;
CIRIOLO, 2014). A Gpx é responséavel pela conversdo da GSH em GSSG em
situacbes de EO. Esse processo pode ser revertido pela acdo da GR,
convertendo GSSG em GSH novamente (FUKAI & FUKAI, 2011).

.
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Figura 4 — Atuacdo das enzimas antioxidantes neutralizando radicais
livres. Por meio da reacdo de dismutacdo, a superdoxido dismutase (SOD)
catalisa a geracdo de perdéxido de hidrogénio (H202) a partir do radical
superoéxido (02). As enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) se
integram para impedir o acumulo de H202 que, apesar de ndo ser um radical
livre, € igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais. O acumulo
dessa espécie reativa (H202) possibilita por meio da reacdo da Fenton e Haber
Weiss, a geracado do radical hidroxila (*OH), contra o qual ndo existe defesa
enzimatica. A GPx reduz o H202 a agua, no entanto o faz as custas da
conversédo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), essa ultima que
promove acdo oxidante em funcdo da ligacdo de dissulfeto existente em sua
estrutura. CAT: catalase; Fe: ferro; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa
oxidada; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; H202: peréxido
de hidrogénio; H20: agua; O2"": anion superoxido; O2: oxigénio; *OH: radical
hidroxila; SOD: superéxido dismutase. (Fonte: Proprio Autor).

O sistema antioxidante ndo enzimatico inclui especialmente compostos
originados da dieta como vitaminas, minerais e compostos fendlicos (HE et al.,
2017). Esse tipo de defesa pode ser dividido em antioxidante lipofilicos como a
vitamina E (a-tocoferol), e hidrofilicos como a vitamina C (acido ascorbico). E
importante destacar que o potencial antioxidante de componentes nao
enzimaticos depende de algumas variaveis como a absorcéao,
biodisponibilidade em condicdes fisioldgicas, concentracdo plasmaética e o tipo
de espécie oxidativa gerada no microambiente (BARBOSA et al., 2010).

A vitamina E, possui um importante papel antioxidante nas membranas
celulares por apresentar um carater lipossolavel se acumulando no interior das
membranas celulares (MIYAZAWA et al., 2019). E encontrada no figado, tecido
adiposo, e musculo, possuindo capacidade de interromper a propagacdo da
lipoperoxidagdo atuando assim, na manutengdo da estabilidade das
membranas celulares (LIGUORI et al., 2018). A vitamina C é encontrada nos
tecidos humanos e desempenha papeis fundamentais como agente redutor,
reduzindo metais de transicdo como o ferro e cobre presentes sitios ativos de
enzimas ou biodisponiveis no organismo (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016).

1.3 RELACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO COM AS NEOPLASIAS DE
CABECA E PESCOCO

Em 1863, Rudolf Virchow sugeriu que a origem do céncer se dava a

partir de sitios de inflamag&o crbnica, associados a fatores que aumentam a
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proliferacdo celular (VIRCHOW, 1863). Certamente que a manutencdo da
proliferacéo celular em um microambiente rico em células inflamatdrias, fatores
de crescimento e agentes indutores de alteracdes de DNA, como as espécies
reativas, promove ou potencializa as chances do desenvolvimento de um
cancer (REUTER et al.,, 2010). Em situacdes de inflamacédo, as células se
multiplicam enquanto o tecido é regenerado, e a proliferacdo cessa quando o
agente agressor € eliminado e o tecido é restabelecido. Entretanto, se as
células em multiplicagdo possuirem mutacbes em genes relacionados a
proliferacdo celular, elas continuardo se multiplicando, uma vez que o
microambiente fornece todos elementos necessarios para iSSoO ocorrer
(FILOMENI & CECCONI, 2015).

Portanto, o estresse oxidativo e a inflamacdo sao considerados
componentes importantes em processos fisiolégicos e patoldégicos no
organismo. No modelo classico de carcinogénese, 0 estresse oxidativo esta
envolvido em suas trés etapas principais: iniciacdo, promog¢ao e progressao
(GOUVEIA & LIMA, 2017). Na iniciacdo, ocorre mutagao critica, irreversivel no
DNA, em uma célula normal, tornando-a preparada ou iniciada. A 8-
hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) é considerada o principal produto de
modificacdo de DNA por espécies reativas de oxigénio e em maior
concentragdo em Varios tipos tumorais como no CECP (CUNHA et al., 2017).

Durante a promocdo, as células iniciadas sofrem acdo de agentes
carcinogénicos por um longo periodo de maneira gradual (INCA, 2020). Essa
fase é caracterizada pela expanséo clonal de células iniciadas, pela inducdo da
proliferagéo celular e/ou inibicdo de mecanismos de apoptose (KATAKWAR et
al., 2016). A progressdo envolve alteracbes genéticas, que desencadeiam
alteracdes estruturais e funcionais nas células modificando vias de transducéo
de sinal de modo que as ERO podem estimular a expanséo clonal de células
mutadas modulando temporariamente fatores de transcricdo como o Nrf2
(Fator Eritroide Nuclear 2), HIF (Fator Indutivel por Hipdxia) e a proteina p53
responsaveis pelo controle do ciclo celular, além de atuar em nivel de
transducédo de sinal para exercer funcdes de pré-sobrevivéncia tumoral (LEE et
al., 2019). Isso pode resultar na inativacdo de proteinas pré-apoptoticas e na
regulacéo positiva de genes anti-apoptoticos (CUNHA et al.,, 2017). As ERO

podem afetar vias de proliferacdo celular controladas pela proteina quinase
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regulada por sinal extracelular (ERK1) e (ERK2) e a fosfoinositideo 3 quinase
(PI13K) (MONIRUZZAMAN et al., 2018).

A geracdo de grandes quantidades de ERO na progressdo, pode
contribuir para mutar ou inibir antiproteinases, aumentar a regulacdo das
metaloproteinases da matriz e lesar os tecidos locais favorecendo a metastase
do tumor (HORI et al.,, 2019). Niveis aumentados de bases de DNA
modificadas por oxidacdo podem contribuir para a instabilidade genética e o
potencial metastatico de células tumorais em cancer totalmente desenvolvido
(JENA, 2012; WHITAKER et al., 2017). Além disso, as ERO sao relatadas
como cruciais para desencadear a resposta angiogénica, sendo um importante
componente na proliferacdo e metastase do cancer. Isso sugere que as ERO
estdo envolvidas em todos esses estagios da carcinogénese (SCHIEBER &
CHANDEL, 2014).

A fumaca do cigarro contém uma variedade de substancias mutagénicas
e indutoras de cancer bem estabelecidas, como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAH), nitrosaminas, benzopirenos e aldeidos. Esses componentes
estdo diretamente relacionados com o surgimento de diversos tipos de
canceres, incluindo o cancer de pulméo, CECP, bexiga e pancreas além de se
relacionarem com o surgimento de doencas respiratérias e cardiovasculares
(JETHWA & KHARIWALA, 2017).

A fumaca do cigarro possui trés fracdes principais: gasosa, particulada e
alcatrdo. O complexo quinona-hidroquinona forma o principal grupo da fracdo
alcatrdao da fumaca do cigarro participando na reducédo do oxigénio a anion
superoxido. Os elementos presentes na fase gasosa sao substancias
altamente reativas que quando em contato com 0s grupos tiis, levam a
reducdo dos niveis desse antioxidante, de modo que se estabeleca um
desequilibrio entre a concentracdo de espécies reativas e a capacidade de
defesa antioxidante (MARGHAM et al., 2016).

As ERO e ERN séo capazes de lesar componentes essenciais para o
funcionamento das células como o DNA, proteinas e lipideos (GUPTA et al.,
2014). As alteragBes genéticas induzidas por ERO, como mutagfes e rearranjo
cromossOmicos, estdo diretamente relacionadas com todas etapas da
carcinogénese (KUMAR & KHANDELWAL, 2012). Portanto, o

desenvolvimento do tumor se da por erros no reparo, replicacdo ou na correcdo
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de quebras de fita (GLYNOS et al., 2018). O 8-OHdG é um dos principais
produtos de modificacdo induzida por ERO resultando na transicdo de bases
nitrogenadas G — C, T — A (KUMAR et al., 2012). O dano oxidativo ao DNA,
pode alterar a expressao génica, resultando em aumento da expressao de
fatores de crescimento e proliferacéo, além de modificar vias de transducédo de
sinal, como as controladas pelas proteinas c-RAF e RAS (KUMAR &
KHANDELWAL, 2012). O acumulo de 8-OHdG no DNA leva ao surgimento de
varias mutagBes pontais, reduzindo ou interrompendo completamente a
expressdo de genes supressores tumorais como o0 p53 e o RAS, contribuindo
para a instabilidade genbmica, agravamento do prognéstico e potencial
metastatico das células tumorais (KUMAR & KHANDELWAL, 2012).

Em algumas situagbes, as ERO podem formar adutos de DNA. Os
adutos de DNA sao definidos como um produto de adicdo de duas ou mais
moléculas diferentes, resultando em um dnico produto de reacdo contendo
todos os atomos de todos componentes iniciais (BASU, 2018). Nitratos de
origem dietética apdés a absorcdo intestinal, chegam a saliva por meio das
glandulas salivares. Na saliva, sdo convertidos em nitrito pela nitrato redutase
derivada de bactérias comensais e em contato com a nicotina do cigarro,
produz nitrosaminas, que atuam como promotores na carcinogénese induzida
pelo cigarro (SONG; WU; GUAN, 2015; KARWOWSKA; KONONIUK, 2020). Na
presenca de oxigénio, o 6xido nitrico € convertido em Trioxido de dihidrogénio
(H203), causando desaminacdo de bases nitrogenadas, além de reagir com N-
nitrotirosinas causando danos em DNA pelo processo de alquilagdo (SONG;
WU; GUAN, 2015).

Em pacientes fumantes, foi observado um aumento significativo da
atividade da Cu/ZznSOD1 e CAT quando comparada com individuos nao
fumantes. J& a GPx eritrocitaria, se mostrou com valores reduzidos em
pacientes fumantes quando comparada com ndo fumantes (AGARWAL et al.,
2019). Essas informagfes justificam a analise de parametros de estresse
oxidativo em neoplasias benignas e malignas de cabeca e pescoco, levando
em consideracdo que 95% desses tumores tem relacdo com habitos
tabagistas.

O consumo de bebidas alcodlicas tem aumentado significantemente nos

altimos anos e cada vez mais sdo observadas em populacdes mais jovens
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envolvidas com esse tipo de droga (WHO, 2018; MONTEIRO, 2020). O alcool é
capaz de modificar a permeabilidade da mucosa bucal, alterando a barreira
lipidica das ceélulas epiteliais que normalmente impediria a entrada de
componentes externos e a desidratacdo (RATNA & MANDREKAR, 2017). Por
esse mecanismo, agentes carcinogénicos como 0S presentes no cigarro,
podem penetrar mais facilmente na mucosa bucal e causar cancer, explicando
a atuacao sinérgica do cigarro e alcool (LEITE et al., 2021). A rota comum de
degradacdo do alcool se inicia na transformacéo do alcool em acetaldeido pela
enzima alcool desidrogenase (ADH). Em seguida o acetaldeido é convertido
em acetado pelo aldeido desidrogenase (ALDH) de modo que na cavidade oral,
os niveis de ALDH sé&o relativamente menores, sendo assim, 0s pacientes
etilistas crénicos que consomem alto volume de bebidas alcoodlicas, podem
acumular acetaldeido e assim desenvolveram danos em DNA (CEDERBAUM,
2012). No figado, o etanol € oxidado pelo citocromo P450 2E1 a acetaldeido
que é posteriormente oxidado a acetato (GUENGERICH, 2020). A ingestao
cronica de etanol pode induzir polimorfismo de nucleotideo Unico de CYP2E1
(GUENGERICH, 2020). O aumento da atividade do CYP2EL resultante leva ao
aumento da geracdo de ERO, o que leva a peroxidacdo lipidica e seus
produtos, como o 4-hidroxinonenal (4HNE), que se liga ao DNA formando
adutos mutagénicos (GUENGERICH, 2020).

O HPV é considerado um importante fator de risco pra inameros
canceres incluindo o CECP (YANG et al.,, 2019). Expressa duas proteinas
consideradas oncogénicas, E6 e E7, as quais estdo envolvidas com a
inativacdo da proteina p53 e da a proteina do retinoblastoma (RB)
respectivamente, causando uma desregulacdo do ciclo celular das células
infectadas, processo fundamental para a carcinogénese mediada pelo virus
(ZUR HAUSEN, 2002; VIDAL, GILLISON, 2008; SENAPATI, SENAPATI,
DWIBEDI, 2016). A expressdo de uma isoforma curta da proteina E6 de formas
oncogeénicas de alto risco de HPV aumentam o nivel de ERO em células HPV-
positivas e HPV-negativas, juntamente com a diminuicdo da expressao de
SOD2 e GPx (LIOU & STORZ, 2010). No microambiente tumoral, ocorre
elevacdo da atividade metabdlica nas células cancerosas associada hipoxia
tecidual resultante do crescimento tumoral que elevam a expresséo dos fatores

de crescimento e contribuem para o aumento da sintese de espécies reativas
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de oxigénio (LIOU, STORZ, 2010; BHATTACHARYYA, SAHA, 2015). Além
disso as células tumorais possuem uma resisténcia maior a insultos quando
comparadas com células normais (MARINELLO et al.,, 2019). O HPV de
maneira muito interessante, € capaz de se adaptar a condi¢cdes de estresse
oxidativo modulando as defesas antioxidantes enzimaticas, como a SOD e a
CAT em células infectadas (SHIM et al., 2008; CALAF, URZUA, 2018).
Levando em consideracdo que os principais fatores de risco sao capazes de
induzir ou até mesmo modular o estresse oxidativo, analisar o comportamento
das enzimas antioxidantes bem como os biomarcadores de lipoperoxidacdo em
pacientes com neoplasias benignas e malignas de cabeca e pesco¢co é de

grande importancia.
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2 OBJETIVO GERAL

Determinar os parametros de estresse oxidativo sistémico em pacientes

com alteragdes benignas e malignas em cabeca e pescogo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas clinico-patolégicos e demogréaficas dos
pacientes com neoplasia benigna e maligna de cabeca e pescoco.
e Analisar e comparar marcadores de estresse oxidativo sistémico dos

grupos com neoplasia e do banco de dados de controle saudéavel.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

Este trabalho originou um artigo cientifico que foi incluido nesse trabalho
como Apéndice. Todas analises praticas foram realizadas na Universidade
Estadual de Londrina, no Centro de Ciéncias Biologicas — CCB/UEL,
Departamento de Patologia Experimental nos laboratérios de Patologia

Molecular e laboratério de Fisiopatologia dos Radicais Livres.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A critério de caracterizacdo da populacdo de estudo, observamos que o
sexo masculino foi mais acometido em ambas neoplasias. A média de idade foi
de 57 e 63 anos para pacientes com neoplasia benigna e maligna
respectivamente. Habitos como tabagismo e etilismo também foram
constantemente observados em ambos grupos analisados. Doencas cronicas
como diabetes tipo Il e hipertensédo ndo foram frequentemente observadas em
pacientes com neoplasia de cabeca e pescoco. O historico pessoal de cancer
também foi pouco observado. O historico familiar de cancer foi frequentemente
relatado por ambos grupos analisados, sendo um importante fator
predisponente ao desenvolvimento de neoplasias. O desconhecimento sobre o
HPV foi bastante observado em nossa populacdo de estudo. Nenhum dos
pacientes de ambos grupos foram imunizados para o HPV. Habitos de higiene
oral relatados pelos pacientes foram considerados normais na maioria das
situacoes.

Pelas andlises realizadas, o estresse oxidativo a nivel sistémico foi mais
pronunciado em pacientes com neoplasias benignas e malignas em relacdo ao
grupo controle. A andlise comparativa entre 0os grupos ndo mostrou diferencas
estatisticamente relevantes nos marcadores de estresse utilizados neste
estudo, o que indica e justifica um aumento do estudo dos tipos de marcadores
para estresse oxidativo. O cancer de boca e orofaringe possui um alto indice de
recorréncia local e regional, e um alto indice de metastase, duas caracteristicas
as quais indicam um tipo de céancer altamente agressivo e de carater
inflamatorio, onde o estresse oxidativo deve ter participacdo, como observado
em outros tipos de canceres com estas mesmas caracteristicas. Portanto, a

ampliacdo deste estudo se faz necesséria.
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APENDICE A - Evaluation of Oxidative Stress Parameters in Benign and

Malignant Head and Neck Neoplasms



© 00 N O O o W N P

e
N B O

13
14

15
16

17
18
19
20

21
22

23

24

25

26
27
28

29
30

38

Evaluation of Oxidative Stress Parameters in Benign and Malignant

Head and Neck Neoplasms

Lucas Rennan de Oliveira Andrade?; Natélia Medeiros Dias Lopes?;
Larissa Juliani Sanches?; Thiago Henrique Daniel do Nascimento?!; Julya Karen
Bianchi!; Ademar Takahama Junior%; Rubens Cecchini?; André Armani?;

Alessandra Lourencgo Cecchini.

1State University of Londrina, Laboratory of Molecular Pathology,
Londrina, PR, Brazil.

2State University of Londrina, Laboratory of Physiopathology and
Free Radicals, Londrina, PR, Brazil.

3State University of Londrina, Department of Clinical Surgery,

Londrina, PR, Brazil.

4State University of Londrina, Department of Dental Clinic,

Londrina, PR, Brazil.

Corresponding Author: Alessandra Lourengo Cecchini Armani
E-mail: alcecchini@uel.br
Fax: +55 (43) 3371 42 67

Phone: +55 (43) 3371 4529

Laboratory of Molecular Pathology, Universidade Estadual de Londrina,
21 Highway Celso Garcia Cid, PR445, Km 380 University Campus, Londrina,

CEP 86057-22 970, Parana, Brazil.


mailto:alcecchini@uel.br

38

39

40

39

Abstract

Introduction and Objective: The term head and neck neoplasm refers to a set
of benign or malignant tumors, located anatomically in the upper aerodigestive
tract. In most situations, the distinction between benign and malignant tumors is
based on morphological aspects. However, in certain situations there is no
agreement between the aspects of the tumor and its biological behavior, making
the correct diagnosis difficult. The aim of this work was to determinate the
parameters of systemic oxidative stress in patients with head and neck benign
and malignant neoplasms. Methods: After approval by the ethics committee,
(CEP-UEL n° 3.595.210), 40 participants with benign and malignant lesions in
the head and neck region (experimental group) and 35 healthy individuals
(control group) were enrolled in this study. The experimental group was divided
into two groups: BENIGN (n=9) and HNSCC (n=31). The collected blood
samples were used to assess systemic oxidative stress parameters. A
questionnaire for evaluating clinical pathological data was also collected. Data
from the medical record were also used. Results: Both experimental groups
showed that SOD and CAT were higher compared to the control group. In the
analysis of GSH, only the HNSCC group showed significantly reduced levels
compared to the control. When the BENIGN group was compared to HNSCC,
no significant difference was found for the mentioned parameters. Furthermore,
the ability to contain lipoperoxidation was significantly lower in the BENIGN and
HNSCC groups. Conclusion: The oxidative stress was more pronounced in the
groups with benign and malignant neoplasms compared to the control group.
The oxidative parameters evaluated in this study were not different between the
experimental groups. However, head and neck cancer has aggressive
characteristics of local and regional recurrence and metastasis that qualify for a
more in-depth study of these parameters.

Keywords: Antioxidant Enzymes. Head and Neck Neoplasms. Free radicals.
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Introduction

Neoplasms located anatomically in the upper aerodigestive tract are
defined as head and neck tumors (DAHIYA & DHANKHAR, 2016). Which has
subdivisions based on the region of origin, that is, oral neoplasia includes
tumors that appeared in the region of the lips, base of the tongue, tongue, oral
floor and hard palate. In the pharynx, they are subdivided into nasopharynx,
oropharynx and hypopharynx (ROCHA & CARIA, 2013). Regarding benign
neoplasms, the most frequent tumor in the salivary glands is the pleomorphic
adenoma, while in the mucosa are the papillomas, in addition to lipomas in
adipose tissue and connective tissue fibromas (INCA, 2020). For head and neck
cancers, squamous cell carcinoma is the most frequent, representing 95% of
cases, being observed mainly in men (SANTOS, BATISTA, CANGUSSU,
2010). Considered one of the ten most common types of tumors worldwide,
affecting about 650,000 people each year (ROCHA & CARIA, 2013). In Brazil,
the estimate of new cases of oral cancer expected for each year of the 2020-
2022 triennium is 11,180 for males and 4,010 for females (INCA, 2020).

The main risk factors for head and neck squamous cell cancer (HNSCC)
are well known and its carcinogenic potential is well described. Smoking,
alcoholism and viral infections, mainly caused by high-risk human papilloma
virus (HPV), are considered the main factors capable of inducing neoplastic
transformation (DHULL et al., 2018). Other factors such as age, ethnicity, sex
and hereditary or spontaneous mutations also favor the development of this
cancer (GALBIATTI et al., 2013). About 80% of HNSCC originates from the
smoking habit, affecting mainly men over 50 years of age (ANDRADE,
SANTOS, OLIVEIRA, 2015). Chronic alcoholism is also an important factor
related to the development of HNSCC. The consumption of high doses of
alcoholic beverages favors the increase in the permeability of the oral mucosa,
facilitating the entry tabacco of carcinogenic agents, increasing the chances of
developing cancer (RATNA & MANDREKAR, 2017). Furthermore, the
accumulation of acetaldehyde originating from the normal metabolism of alcohol
in the oral cavity may be related to the formation of the 4-hydroxynonenal
(4HNE) adduct (GUENGERICH, 2020). This evidence shows the synergistic
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action of smoking with alcoholism, multiplying the chances of developing
HNSCC (LEITE et al., 2021).

HPV is considered an important risk factor for several types of cancer,
including HNSCC. HPV expresses two proteins considered oncogenic, E6 and
E7, which are involved with the inactivation of p53 protein and retinoblastoma
protein (pRB), respectively, causing a disruption in the cell cycle of infected
cells, a fundamental process for virus-mediated carcinogenesis (ZUR HAUSEN,
2002; VIDAL, GILLISON, 2008; SENAPATI, SENAPATI, DWIBEDI, 2016). It is
important to highlight that the main risk factors are responsible in most
situations for inducing or even modulating oxidative stress, being directly
involved in the pathophysiology of head and neck tumors (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019).

Therefore, knowing the different characteristics of head and neck tumors
is an important step in choosing the proper treatment. Oxidative parameters to
better characterize benign and malignant neoplasms can be useful in the
differentiation and diagnosis of these neoplastic lesions.

Methods and Materials

Study population and design

The study was approved by the Ethics Committee for Research with
Human Beings of the State University of Londrina CAAE no.
20516119.4.0000.5231). For the control group, 35 healthy individuals were
selected from a database in our laboratory matching age, gender and habits.
Cancer history, family history of cancer, risk habits such as smoking, alcohol
consumption and HPV infection were used as exclusion criteria.

In the experimental group, 40 patients with benign and malignant lesions
in the head and neck region were recruited at the Hospital das Clinicas and
Dental Clinic of the State University of Londrina, University Hospital of Londrina
(HU-UEL), Hospital do Coracédo de Londrina and Hospital Norte from Parana de
Arapongas during September 2019 to April 2021. Patients were classified into 2
groups: BENIGN group (n=09) and HNSCC group (n=31). Blood samples were

collected before surgery to analyze systemic oxidative stress parameters. A
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guestionnaire was applied to obtain the patients demographic and clinical
pathological data. All samples from patients were processed and analyzed at

the Molecular Pathology Laboratory of the State University of Londrina - UEL.

Blood samples

Peripherical blood was obtained by venipuncture from all participants in a
heparin tube for plasma and a tube without additives for serum. All material was
centrifuged at 3500rpm for 5 minutes at 4°C. Serum and plasma contents were
stored at -20°C. The erythrocytes were washed three times with 1mL of 0.9%
sodium chloride solution for 5 minutes at 4°C and then stored in Alsever at 4°C

for a maximum period of two weeks.

Systemic oxidative stress parameters

The activity of the enzyme superoxide dismutase (SOD) was determined
using the method developed by Marklund and Marklund, (1974) in erythrocytes.
The technique consists of inhibiting the auto-oxidation of pyrogallol in an
agueous medium. The oxidation was measured in spectrophotometer A=420nm
at 37°C. The results were expressed in USOD/g protein, considering that one
SOD unit is able to inhibit 50% of the auto-oxidation of pyrogallol.

The catalase enzyme activity was determined based on the methodology
developed by Aebi (1984) and modified by Panis et al., in 2013. The principle of
the technique is based on the decomposition of hydrogen peroxide by catalase,
observed in spectrophotometry at 240nm. Results were expressed as the
absorbance degradation rate per gram of protein.

The lipid peroxidation was evaluated by tert-butyl hydroperoxide-induced
chemiluminescence. Erythrocytes were diluted in ice-cold 10mM monobasic
phosphate buffer, pH 7.4 (Na 0.9%). The reaction was started with the addition
of tert-butyl hydroperoxide and the curve was obtained in a GloMax
luminometer after 60 minutes. The velocity of the peak (RLU/mg protein.mg)
and the area under the curve (AUC) were analyzed.

Using the methodology developed by Tietze, 1968, the levels of total
glutathione (TG) were determined. The quantification of total glutathione is
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based on the conversion of GSSG present in the medium into GSH by the
action of the NADPH-dependent glutathione reductase enzyme. The converted
GSH, present in plasma, reacts with DTNB (5-thionitrobenzoate) at 412nm.
Thus, when glutathione reductase is added, only GSSG will be converted to
GSH reacting with DTNB. Therefore, the difference between total glutathione
and oxidized glutathione corresponds to reduced glutathione. Results were

expressed in uM/mg protein.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Prism 9 software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Continuous variables were described as
means and their respective standard deviations (SD). Categorical variables
were presented in number and their respective percentages and compared
using Fisher's exact test. To verify the normality of the data, the Shapiro-Wilk
test was used. For the analysis of parametric data, the one-way ANOVA test
was used. The Kruskal-Wallis test was used for non-parametric data. For
proportion analysis, the Z test was used. Values <0.05 were considered

statistically relevant.
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Results

According to the results obtained in histopathology, the patients were
divided into two groups: BENIGN (n=9) and HNSCC (n=31). The individuals
distribution regarding gender were similar between the benign and HNSCC
groups, the benign group consisted of 77.7% men and 22.3% women, while in
the HNSCC group the percentage was 80.6% and 19.4%, respectively.
Although, parameters of smoking, type 2 diabetes, history of cancer and others
remained similar in both groups, the Alcohool consumption analysis
demonstrated a “very frequent” consumption three times higher in HNSSC
compared to the BENIGN group, even though it is not statistically relevant, it
should be stated. Another parameter that should be mentioned is the frequency
of oral hygiene, which is 5.5 more often (>3) in the group BENIGN as showed in
table 1.

Benign changes were distributed based on the histopathological pattern.
Considering that head and neck neoplasms affect different anatomical sites, we
classified them into three subgroups: papillomas, dysplasia and non-invasive
neoplasia. Papillomatous lesions and non-invasive neoplasia accounted for (4)
44.4% each. Dysplasia was observed in (1) 11.2%. All these data are presented
in table 2.

Malignant lesions were distributed considering the histological
differentiation degree. Poorly differentiated squamous cell carcinoma was
observed in (5) 16.1%, while moderately differentiated squamous cell
carcinoma was observed in (14) 45.2%, well-differentiated squamous cell
carcinoma was found in (12) 38.7%.

Regarding the anatomical-topographic distribution of tumors, the main
anatomical sites where benign and malignant lesions were found were: mouth
floor, anterior commissure, gingiva, salivary gland, lip, larynx, tongue, mandible,
oropharynx, hard palate, soft palate, sinuses and tonsil. Of the benign
neoplasms, (1) 11.1% were in the floor of the mouth, (3) 33.4% in the larynx, (1)
11.1% in the tongue, (1) 11.1% in the mandible, (2) 22.2% in the soft palate and
(1) 11.1% sinuses. In the other sites, no signs indicative of benign neoplasia
were found, as shown in table 4. In the HNSCC group, lesions on the oral floor

were observed (2) 6.5%, anterior commissure (1) 3.2%, gum (1) 3.2%, salivary
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gland (1) 3.2%, lip (3) 9.6%, larynx (7) 22.6%, tongue (4) 13.0%, mandible (1)
3.2%, oropharynx (2) 6.5%, hard palate (1) 3.2%, sinuses (1) 3.2%, tonsil (1)
3.2% and unknown site (6) 19.4%. Only in the soft palate was no malignant

lesion found in our study population.

Oxidative stress parameters

The results of enzymatic antioxidants are shown in figure 1. The SOD activity
(fig. 1a) was higher in the BENIGN (p=0.0102) and HNSCC (p<0.0001) group
compared to the control group. When the BENIGN group was compared with
the HNSCC group, no statistically relevant differences were observed
(p=0.2036) (fig.1b). Catalase activity (Fig. 1c) was higher in the BENIGN
(p<0.0001) and HNSCC (p<0.0001) group compared to the control. There was
no difference between the BENIGN and HNSCC groups (p>0.9999) (Fig. 1d).

GSH levels were shown in figure 2. The BENIGN group (p=0.2402) did
not present a statistically significant difference compared to the control group
(Fig. 2a). However, the HNSCC group (p=0.0004) showed reduced levels of this
antioxidant compared to the control (Fig. 2a). When the BENIGN and HNSCC
groups were compared with each other, no statistically relevant differences
were observed (0.1645) (Fig. 2b).

The results of membrane lipoperoxidation are shown in figures 3 and 4.
The ascent rate of the curve (fig. 3a) was statistically lower in the BENIGN
(p<0.0001) and HNSCC (p<0.0001) groups. No important differences were
observed when the BENIGN and HNSCC groups were compared to each other
(p=0.6262) (Fig. 3b). The maximum emission peak was statistically lower in the
BENIGN (p<0.0001) and HNSCC (p<0.0001) group compared to the control
group (Fig. 3c). There was no statistical difference when the BENIGN and
HNSCC groups were compared (p=0.1821) (Fig. 3d). The area under the curve
was statistically relevant in the BENIGN (p<0.0001) and HNSCC (p<0.0001)
groups when compared to the control group (Fig. 4a). The comparison of the
BENIGN and HNSCC groups showed no difference (p=0.0687) (Fig. 4b).
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Discussion

In most situations, the histological distinction between benign and
malignant tumors is sufficient to characterize the neoplasm as benign or
malignant. However, in certain situations, clinical and histological analysis is not
able to elucidate the biology of the tumor, requiring the identification of
molecular markers, such as oxidative stress, to help differentiate these tumors.
Moreover, the characterization of the oxidative profile of patients with head and
neck neoplasms is still not clear, so the extend of this comprehension could be
a valuable tool to determine diagnosis as well as prognosis. In our study, we
evaluated the antioxidant defense by SOD and CAT enzymes, blood lipid
peroxidation as markers of oxidative stress to better characterize the tumor
redox response.

Reactive species are constantly produced in various physiological and
pathological processes. The SOD and CAT enzymes are responsible for
neutralizing the superoxide anion and the hydrogen peroxide respectively.
Kudryavtseva et al., 2016 describes that superoxide anion and hydrogen
peroxide are considered the main ROS. In order to minimize the damage
induced by the superoxide anion, SOD is able to perform its dismutation to
hydrogen peroxide, which although it is a non-radical reactive oxygen species,
is less harmful than the superoxide anion. Subsequently, CAT converts
hydrogen peroxide into water and oxygen (SARDARO et al., 2019). In our
study, we observed an increase in SOD and CAT activity in the benign and
HNSCC groups when compared to the control. Bagul et al. 2013, showed that
the activity of antioxidant enzymes such as GPx and SOD were statistically
increased in HNSCC patients due to tumor growth rate generating high levels of
ROS and lipid peroxidation. Thus, to compensate for high free radical
concentrations, SOD and CAT increase their activity as a natural defense
mechanism against carcinogenesis. A study by Yang, et al., 2002 evaluated the
intensity of immunohistochemical staining for SOD2 enzyme in healthy and
tumor tissue. The results obtained showed that SOD2 staining intensities were
higher in HNSCC patients than in healthy tissue cells, reinforcing the hypothesis
that the increase in the activity of antioxidant enzymes is due to the high rate of

free radicals. Thus, Liu et al., 2012 concluded that due to increased SOD
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activity, tumors that present the high SOD expression phenotype will have a
higher probability of metastasis due to SOD2-dependent hydrogen peroxide
production, thus triggering the increase in expression of MMP family members,
related to metastasis.

Glutathione plays an important role in a multitude of cellular processes,
including differentiation, proliferation and apoptosis (TRAVERSO et al., 2013).
Disorders in GSH are implicated in the development of several diseases,
including cancer. Our results in the HNSCC group showed a lower
concentration when compared to the benign and control group. Shetty et al.,
2014 report that a possible reason for the decreased levels of GSH is the
depletion of these antioxidants due to the imbalance of free radicals and
antioxidants in the redox balance during the process of carcinogenesis.
Khurshid et al., 2018 show that reduced levels of glutathione in the blood of
HNSCC patients can deregulate cytochrome P450, altering the expression of
glutathione, which are important mechanisms involved in carcinogenesis and
mutagenesis.

As the main component of cell membranes, lipids play an indispensable
role in maintaining cell integrity (BERZOSA et al., 2011). The cell membrane
plays important roles in maintaining cell homeostasis, such as transporting
nutrients, excreting toxic components, communicating and signaling with other
cells (SIMONS, SAMPAIO, 2011). Membrane lipoperoxidation is defined as a
process by which ROS oxidize lipids present in the plasma membrane, causing
its destruction and loss of membrane architecture with consequent loss of the
functions performed by it (JAKOVCEVIC et al., 2020). Our results showed that
the benign group as well as the HNSCC group has a reduced capacity to
contain lipoperoxidation. A study by Marakala, et al., 2012, evaluated levels of
antioxidants such as vitamins A and C and related them to lipoperoxidation
markers such as Malondialdehyde (MDA). They noted that MDA was
associated with decreased antioxidant vitamins such as vitamin A and C
reported in various pathological conditions including in patients with oral cavity
and oropharyngeal cancer. Malathi et al.,, 2011 report that this is especially
important, because reduced levels of antioxidant predispose cells to OS so that
the lipoperoxidation process occurs more quickly. Blood analysis of antioxidants

and lipid peroxidation markers suggest the existence of an imbalance between
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the antioxidant defense system and oxidant agents in patients with benign and
malignant head and neck cancer compared to healthy individuals. However,
more study should better characterize the oxidative stress parameters of
patients with head and neck cancer, to use it as a toll as diagnostic and

prognostic biomarker.

Conclusion

Based on the results presented in this study, GSH is decreased in head
and neck cancer patients when compared to control, which corrobotates with
the pathophysiology of many types of cancer. Moreover, this feature differs from
benign group in not being different from the control. The characterization of
oxidative stress parameters are important to differentiate benign and malignant

neoplasms in terms of strategic in diagnosis and treatments.
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Table 1 — Clinical pathological and demographic characteristics of patients with

head and neck disorders (n=40).

Characteristics BENIGN HNSSC p value
(n=9) (n=31)
Sex 0.645
Male (%) 72 (77.7) 252(80.6)
Female (%) 22(22.3) 62(19.4)
Age 57.67+£2.40 63.03+2.13 0.202
Mean + SD
Smoking 0.895
No (%) 12(18.2) 42 (12.9)
Yes (%) 62 (54.5) 182 (58.1)
Ex-smoker (%) 22 (27.3) 92 (29)
Alcoholic 0.451
Abstinent (%) 32 (33.4) 102 (32.3)
Rarely (%) 22 (22.2) 22 (6.5)
Casual (%) 22 (22.2) 42 (12.9)
Frequent (%) 12(11.1) 42 (12.9)
Very Frequent (%) 12(11.1) 112 (35.4)
Type 2 Diabetes 1.000
No (%) 82(88.8) 272(87.1)
Yes (%) 12 (11.2) 42 (12.9)
Hypertension 0.697
No (%) 72(77.7) 212 (67.7)
Yes (%) 22 (22.3) 102 (32.3)
History of cancer 0.213
No (%) 72 (88.8) 292 (93.5)
Yes (%) 22 (11.2) 22 (6.5)
Family history of cancer 0.707
No (%) 32(33.3) 152 (48.4)
Yes (%) 62 (66.7) 162 (51.6)
HPV 0.121
Unkown (%) 72 (88.8) 302 (96.8)
Know (%) 22(11.2) 12(3.2)
HPV Vaccine NA
No (%) 92 (100) 312 (100)
Yes (%) 02 (0) 02 (0)
Frequency of oral hygiene 0.142
0 02 (0) 92 (29)
1-3 82 (81.8) 212 (67.7)
>3 12(18.2) 12(3.3)
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BENIGN: Benign head and neck disorders; HNSCC: Head and neck squamous
cell cancer; HPV: Human Papilloma Virus; Categorical data are presented as
number and percentage, and continuous as mean standard deviation. Different
letters show distribution in different portions and equal letters do not show
differences in proportion. It was considered statistically significant p <0,05.
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Table 2 — Main benign histological changes found in patients with head and

neck injuries (n=9).

Anatomopathological Result BENIGN

(n=9)
Papillomas (%) 4 (44.4)
Dysplasia (%) 1(11.2)
Non-Invasive Neoplasia (%) 4 (44.4)

BENIGN: Benign head and neck disorders. Categorical data are presented as

number and percentage.
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Figure 1 - Systemic oxidative stress parameters in erythrocytes. (a) superoxide dismutase (SOD) activity; (b) comparison of SOD
activity in BENIGN and HNSCC tumors; (c) catalase enzyme activity; (d) comparison of catalase enzyme activity in BENIGN and HNSCC
tumors. HNSSC: Head and Neck Scamous Cell Cancer; ns: not significant; * indicates significant difference (p<0.005).
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Figure 2 - Systemic oxidative stress parameters in erythrocytes. (a) levels of reduced glutathione (GSH) (b) comparison of
reduced glutathione in BENIGN and HNSCC tumors. HSSC: Head and Neck Scamous Cell Cancer; ns: not significant; * indicates

significant difference (p<0.005).
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Figure 3 - Lipid peroxidation markers. (a) speed of ascent of the curve of lipid peroxidation in erythrocytes (b) comparison of speed
of ascent of the curve in BENIGN and HNSCC tumors. (c) maximum emission peak (d) comparison of maximum emission peak in
BENIGN and HNSCC tumors. HNSCC: Head and Neck Scamous Cell Cancer; ns: not significant; * indicates significant difference

(p<0.005).
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Figure 4 - Lipid peroxidation markers. (a) the area under the curve of lipid peroxidation in erythrocytes (b) comparison of area under

the curve in BENIGN and HNSCC tumors. Head and Neck Scamous Cell Cancer; ns: not significant; * indicates significant difference
(p<0.005).



