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RESUMO 
 

Os membros da família HOX de genes homeobox são classicamente 

conhecidos por regular a proliferação e a diferenciação celular durante o 

desenvolvimento embrionário. Contudo, inúmeros estudos demonstraram uma 

expressão alterada de alguns membros desta família em neoplasias, incluindo 

melanomas, leucemias e cânceres de cólon, pulmão, rim e próstata. Estudos em nosso 

laboratório caracterizaram o perfil de expressão dos 39 genes da família HOX em 

amostras orais de tecido normal e carcinoma espinocelular (CEC), identificando alguns 

genes diferencialmente expressos. Dentre estes genes estavam HOXA1 e HOXB7. 

Interessantemente, as expressões aberrantes de HOXA1 e/ou HOXB7 em neoplasias 

malignas foram relacionadas a um controle da proliferação, desdiferenciação, invasão e 

efetividade no reparo do DNA. Os objetivos deste estudo foram compreender os efeitos 

da superexpressão e da neutralização dos genes HOXA1 e HOXB7 na modulação dos 

principais eventos biológicos associados aos fenótipos tumorais e determinar o valor 

prognóstico da expressão destes genes para pacientes afetados por CEC oral. Para 

alcançar estes objetivos, construímos clones da linhagem celular de queratinócitos 

normais HaCAT superexpressando os genes HOXA1 (HaCAT-HOXA1) ou HOXB7 

(HaCAT-HOXB7), inibimos a expressão endógena destes genes na linhagem de CEC 

oral SCC-9 por meio da técnica de RNA de interferência e realizamos análise imuno-

histoquímica em 132 amostras de CEC oral para correlacionar às positividades de 

HOXA1 e HOXB7 com as características clínico-patológicas dos tumores. Nossos 

resultados revelaram que as superexpressões de HOXA1 e HOXB7 significantemente 

promoveram a proliferação das células HaCAT, enquanto que a inibição destes genes 

nas células SCC-9 resultou em uma dramática inibição da proliferação. As 

superexpressões de HOXA1 e HOXB7 não foram capazes de modular as taxas de 

apoptose, adesão e invasão, a expressão de marcadores da transição epitélio-

mesênquima (TEM) e não promoveu crescimento independente de ancoragem (soft-

agar). Tumores classificados com expressão elevada de HOXA1 demonstraram estádio 

clínico T e N mais avançados, menor diferenciação das células neoplásicas e elevado 

potencial proliferativo. Pacientes apresentando tumores com elevada positividade para 
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HOXA1 demonstraram uma sobrevida de 5 anos significantemente menor que 

pacientes com tumores demonstrando baixa positividade para HOXA1 (p=0,026). A 

expressão imuno-histoquímica de HOXB7 correlacionou significantemente com 

consumo de bebidas alcoólicas, estádio clínico N, infiltração vascular e potencial 

proliferativo dos tumores. Expressão elevada de HOXB7 foi também significantemente 

correlacionada com menor sobrevida global (p=0,009) e uma tendência para menor 

sobrevida livre de doença foi observada para pacientes com tumores classificados com 

forte expressão de HOXB7 (p=0,083). Uma positiva correlação entre as expressões de 

HOXA1 e HOXB7 foi evidenciada (rs=0,25 e p=0,008). Em conclusão, nossos 

resultados sugerem que as superexpressões dos genes HOXA1 e HOXB7 podem 

contribuir para a progressão tumoral por promoverem a proliferação das células 

tumorais e indicam que HOXA1 e HOXB7 podem ser determinantes importantes do 

prognóstico de pacientes com CEC oral. 

 

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular, HOXA1, HOXB7, proliferação celular, 

prognóstico. 



 xv

ABSTRACT 
 

HOX genes are master regulators of cellular proliferation and differentiation 

during embryogenesis. However, some members of the HOX family have been shown 

to be dysregulated in malignancies, including melanomas, leukemias and cancers of 

colon, lung, kidney and prostate. In previous studies we have described the expression 

profile of all 39 HOX genes in oral samples from normal mucosa and squamous cell 

carcinoma (SCC), identifying some differentially expressed. Among those were HOXA1 

and HOXB7. The aberrant expression of both genes has been related with the rgulation 

of proliferation, differentiation and invasion, and with the control of the DNA repair 

effectiveness. The goals of this study were to verify the role of HOXA1 and HOXB7 on 

modulation of tumor-associated phenotypes and to determine whether their expressions 

are associated with clinicopathological features of the tumors. To achieve our goals, we 

generated clones from HaCAT human epithelial cell line overexpressing HOXA1 

(HaCAT-HOXA1) or HOXB7 (HaCAT-HOXB7), inhibited the endogenous levels of these 

genes in the SCC-9 human oral carcinoma cell line by interference RNA (iRNA), and 

performed immunohistochemical analysis in 132 oral SCC samples. Our results 

demonstrated that both HOXA1 and HOXB7 overexpression in HaCAT cells promote 

proliferation, whereas downregulation of HOXA1 and HOXB7 endogenous levels in 

SCC-9 cells decreases it. HOXA1 and HOXB7 overexpression did not influence 

apoptosis, cellular adhesion and invasion, expression of epithelial-mesenchymal 

transition (EMT) markers and also did not promote anchorage-independent growth (soft-

agar). High number of HOXA1-positive cells significantly correlated with T and N stage, 

tumor cellular differentiation and proliferative potential of the tumors. Patients whose 

tumors contained high number of HOXA1-positive cells had shorter overall survival in 5 

years than patients with low positivity of this protein (p=0.026). The 

immunohistochemical expression of HOXB7 was significantly correlated to alcohol 

consumption, clinical N stage, vascular infiltration and tumor proliferative potential. High 

expression of HOXB7 was also significantly correlated to shorter overall survival 

(p=0.009), and a tendency towards shorter disease-free survival was observed in 

patients with tumors containing elevate HOXB7 expression (p=0.083). A positive 
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correlation between HOXA1 and HOXB7 immunohistochemical expression was 

observed (rs=0.25, p<0.008). In conclusion, our results suggest that overexpression of 

HOXA1 and HOXB7 can contribute to tumor progression by increasing tumor cell 

proliferation and indicate that both HOXA1 and HOXB7 may be important determinants 

of OSCC patient’s prognosis. 

 

Key words: Squamous cell carcinoma, HOXA1, HOXB7, cellular proliferation, prognosis. 
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1. Introdução 

 

É amplamente aceito que muitas das vias que estimulam a oncogênese 

representam aberrações de processos normais que controlam a embriogênese. 

Existem vários exemplos nos quais genes que regulam o crescimento e o 

desenvolvimento celular e tecidual estão implicados em oncogênese. Entre os 

principais exemplos estão os genes homeobox da família HOX, que codificam 

fatores de transcrição com papel crucial na organogênese e morfogênese durante 

o desenvolvimento e que recentemente foram associados a funções importantes 

em tecidos adultos (Mortlock & Innis, 1997; Chen et al., 2005; Garcia-Barceló et 

al., 2007). Baseado na significância global destes genes para o desenvolvimento e 

diferenciação celular e na freqüente expressão desregulada em cânceres, os 

genes HOX providenciam um excelente modelo para explorar a íntima relação 

entre embriogênese e oncogênese (Carrio et al., 2005). 

Os genes homeobox foram originalmente identificados na década de 80 

devido à grande homologia com os genes homeóticos de Drosófilas, também 

conhecidos como complexo HOM-C, que promovem alterações nos segmentos 

corporais das moscas quando alterados (alterações homeóticas) (Graux et al., 

2004). Posteriormente, foi demonstrado que estes genes estão virtualmente 

presentes em todas as espécies de seres eucariontes (Tiberio et al., 1994). Desde 

sua descoberta na década de 80, mais de 200 seqüências gênicas similares já 

foram identificadas, sendo que todas apresentam uma região altamente 

conservada de 183 nucleotídeos que codifica o domínio de 61 aminoácidos 

conhecido como homeodomínio (Holland et al., 2007). O homeodomínio é a região 

responsável pela ligação ao DNA e pela estimulação ou repressão da transcrição 

gênica, o principal mecanismo de ação dos produtos protéicos dos genes 

homeobox. 

Entre as diversas famílias de genes homeobox, a família HOX é a maior 

e mais bem estudada. Em humanos e camundongos, a família HOX é a homóloga 
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ao complexo HOM-C de Drosófilas (Abate-Shen, 2002). Durante a embriogênese, 

a expressão dos membros da família HOX de genes homeobox inicia-se durante o 

período de gastrulação e controla a identidade de vários tecidos partindo da região 

anterior (área branquial) até a região mais posterior (Cillo et al., 2001). Embora 

genes homeobox sejam definidos como genes do desenvolvimento e a rígida 

regulação tempo-espacial é crucial para o desenvolvimento normal dos órgãos 

(Warot et al., 1997; Satokata & Maas, 1994; Mortlock & Innis, 1997; Garcia-

Barceló et al., 2007), alguns estudos demonstraram a expressão de membros da 

família HOX em tecidos normais adultos (Neville et al., 2002; Takahashi et al., 

2004; Morgan, 2006). A manutenção da homeostasia dos tecidos adultos é 

fundamental e deve ser intimamente controlada para a adequada função dos 

órgãos. Em tecidos adultos, os estudos revelaram que os genes HOX controlam a 

proliferação e diferenciação celular e as interações célula-célula e células-matriz 

extracelular (Morrison, 1998; Barber & Rastegar, 2010). Os padrões de expressão 

dos genes HOX em cada órgão, bem como suas funções, variam de acordo com 

as interações com os diferentes tipos celulares que compõem o tecido (Yamamoto 

et al., 2003; Chen et al., 2005). Portanto, a expressão alterada dos membros da 

família HOX de genes homeobox, que são capazes de controlar a proliferação e a 

identidade (diferenciação) celular, podem contribuir para o desenvolvimento e 

progressão tumoral (Abate-Shen, 2002; Waltregny et al., 2002). Na verdade, 

inúmeros membros da família HOX já foram identificados em um padrão 

desregulado em uma grande variedade de malignidades quando comparado ao 

tecido normal correspondente, incluindo as leucemias e os tumores sólidos como 

mama, endométrio, cérebro, cólon, próstata, pulmão e rim (Chen et al., 2005; 

Vider et al., 2000; Freschi et al., 2005). 

Embora exista um grande número de estudos que demonstraram a 

expressão desregulada de genes homeobox em cânceres, nosso conhecimento 

neste campo está distante de completo. Assumindo que a expressão gênica 

alterada pode promover fenótipos importantes para a oncogênese, uma análise 

mais ampla e profunda pode colaborar com o conhecimento da função destes 
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genes nos estágios específicos da oncogênese e do papel destes genes nos 

diferentes tipos de tumores. Em suporte a um papel causal dos genes homeobox 

em promover oncogênese, a superexpressão com ganho de função do produto 

protéico destes genes tem promovido fenótipos associados à tumorigênese. Por 

exemplo, a superexpressão de membros da família HOX de genes homeobox 

transforma linhagens celulares de fibroblastos normais, induzindo a proliferação e 

o crescimento tumoral em camundongos nude (Aberdam et al., 1991, Maulbecker 

et al., 1993). Interessantemente, HOXA10 diretamente liga-se a região promotora 

do gene p21, induzindo uma paralisação no ciclo celular e, a subseqüente, 

diferenciação celular (Del Bene & Wittbrodt, 2005), mostrando a especificidade 

das funções dos genes HOX em tecidos distintos. Similarmente, a expressão 

forçada de HOXD10, o qual não é normalmente expresso em cânceres de mama, 

em uma linhagem celular altamente agressiva deste tipo de tumor (linhagem MDA-

MB-231) reduziu a proliferação celular, bloqueou a migração e resultou em 

diferenciação com formação de estruturas similares a ductos de glândulas 

mamárias (Carrio et al., 2005). Estes exemplos e outros indicam que a expressão 

desregulada dos genes homeobox em cânceres pode ser causal. 

Em especial, os genes HOXA1 e HOXB7 foram descritos como tendo 

uma expressão aberrante em diversos tipos de cânceres, promovendo a 

transcrição de genes envolvidos, de modo geral, com a proliferação, identidade e 

morte celular (Zhang et al., 2003; Wu et al., 2006). O gene HOXA1 foi associado a 

carcinomas de mama, colo uterino, pulmão e melanomas (Abe et al., 2006; Hung 

et al., 2003; Zhang et al., 2006). Experimentos funcionais associados com a 

expressão forçada de HOXA1 resultaram em uma maior proliferação celular, 

migração e transição epitélio-mesênquima (TEM) (Zhang et al., 2003; Zhang et al., 

2006). Da mesma maneira, o gene HOXB7 apresenta-se como um gene central no 

desenvolvimento dos carcinomas de ovário e mama e mielomas múltiplos. Seu 

papel inclui ativar genes como bFGF (Carè et al., 1996; Waltregny et al., 2006), 

resultando em um aumento do potencial de invasividade e proliferação celular. 

Apesar de muitos estudos terem avaliado a expressão dos genes HOX em 
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tumores sólidos de diferentes origens, encontramos poucos manuscritos recentes 

na literatura analisando a expressão destes genes em cânceres orais (Hassan et 

al., 2006; Acquafreda et al., 2010; Yamatoji et al., 2010; Liborio et al., 2011), 

demonstrando que a participação dos genes HOX em tecidos orais ainda é pouco 

conhecida. 

Frente à escassez de estudos de genes homeobox em cânceres orais, 

estudos em nosso laboratório caracterizaram o padrão de expressão dos 39 genes 

da família HOX em amostras orais de mucosa normal e carcinoma espinocelular 

(CEC) com o intuito de identificar genes diferencialmente expressos (Bitu, 2008; 

Destro, 2008; De Souza Setúbal Destro, et al., 2010). Amostras de mucosa oral 

normal de pacientes não expostos aos principais fatores de risco para o câncer 

oral (hábito de fumar e consumir bebidas alcoólicas) e amostras orais de mucosa 

normal e CEC provenientes do mesmo paciente foram submetidos a ensaios semi-

quantitativos de transcriptase reversa-reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) 

“duplex” com primers para o gene controle GAPDH e primers específicos para 

cada um dos membros da família HOX de genes homeobox. De maneira geral, 

poucos transcritos foram expressos pelas amostras de mucosa oral normal.  

Comparado às amostras de mucosa normal proveniente de pacientes 

com e sem fator de risco para CEC oral, nós observamos que as expressões de 

HOXA1, HOXA2 e HOXD8 foram estatisticamente maiores nas amostras oriundas 

de indivíduos com história de tabagismo e etilismo. Estes resultados sugerem que 

a expressão alterada de alguns membros da família HOX de genes homeobox 

pode estar associada com o desenvolvimento e/ou progressão do CEC oral. 

Então, o objetivo geral deste estudo foi caracterizar o papel biológico de dois dos 

genes homeobox com expressão diferenciada, HOXA1 e HOXB7, em CECs orais. 
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2. Revisão da Literatura 

 

2.1. Genes Homeobox 

No começo do século passado, mudanças homeóticas na estrutura e 

desenvolvimento foram observadas em mutantes de moscas-da-fruta Drosophila 

melanogaster. Os fenótipos destes mutantes levaram Morgan e Bridges (1921) a 

propor a existência de genes responsáveis pelo correto desenvolvimento têmporo-

espacial em insetos, mas foi apenas da década de 80 que estes genes 

denominados HOX foram caracterizados, revelando também a existência de 

homólogos altamente conservados na maioria dos animais (Hart et al., 1985). 

Estes genes foram inicialmente descobertos como genes causadores 

de transformações homeóticas, ou seja, substituição de uma parte ou segmento 

do corpo por outro não encontrado normalmente naquele lugar (Lord et al., 2005; 

Samuel & Naora, 2005). De fato, os genes homeobox codificam fatores de 

transcrição que atuam durante a embriogênese e o desenvolvimento tecidual por 

meio de um sistemático controle da proliferação e diferenciação celular (Yoshida 

et al., 2006). Posteriormente, os genes homeobox foram encontrados em todas as 

espécies que tiveram seu genoma mapeado, indicando que sua origem é antiga e 

precede a divergência filogenética (Lemons & McGinnis, 2006). Desde sua 

descoberta na década de 80, mais de 200 membros diferentes, formando uma 

superfamília, já foram descritos (Holland et al., 2007). A característica comum de 

todos estes genes é a presença de uma seqüência altamente conservada, das 

moscas-da-fruta aos humanos (Svingen & Tonissen, 2006), de 183 nucleotídeos, 

codificando um domínio de 61 aminoácidos, chamado homeodomínio (Stein, et al., 

1996; Chen et al., 2005; Freschi et al., 2005). O homeodomínio está usualmente 

localizado na posição terminal ou subterminal da proteína correspondente, sendo 

responsável pela ligação ao DNA e pela estimulação ou repressão da transcrição 

gênica, o principal mecanismo de ação dos produtos protéicos dos genes 

homeobox (Samuel & Naora, 2005; Svingen & Tonissen, 2006). Este domínio 
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consiste de três -hélices que formam um núcleo de repetição (motif) hélice-volta-

hélice e um domínio adicional conhecido como braço N-terminal, adjacente a 

primeira hélice (Svingen & Tonissen, 2006). Classicamente, a seqüência TAAT 

box é a região reconhecida pelo homeodomínio para a ligação ao DNA (Abate-

Shen, 2002). O homeodomínio reconhece as seqüências específicas do DNA 

através dos resíduos de aminoácidos adjacentes ao braço N-terminal e a terceira 

hélice. Os aminoácidos 3 e 5 do braço N-terminal medeiam o contato com o sulco 

menor e os aminoácidos 47 e 51 da terceira hélice medeiam contato com o sulco 

maior da molécula de DNA (Piper et al., 1999; LaRonde-LeBlanc & Wolberger, 

2003; Svingen & Tonissen, 2006). 

Embora os produtos protéicos dos genes homeobox (homeoproteínas) 

tenham demonstrado a função de fatores de transcrição (alguns ativadores e 

outros repressores), existem poucos exemplos de genes alvo que são 

especificamente regulados in vivo por estas proteínas. Uma das principais 

limitações na identificação destes genes alvos parece estar relacionada com a 

relativa inespecificidade de ligação das homeoproteínas ao DNA in vitro, 

associada com a alta especificidade in vivo. Adicionalmente, é hipotetizado que a 

especificidade na função das homeoproteínas é controlada em muitos níveis, 

incluindo modificações pós-transcricionais, transporte núcleo-citoplasma e 

interações com outras proteínas (co-fatores) (Mann & Chan, 1996; Bromleigh & 

Freedman, 2000). 

A função dos genes homeobox é seletiva, sobreposta e, muitas vezes, 

combinada, resultado em um processo altamente complexo (Greer et al., 2000). 

Inúmeros estudos demonstraram o envolvimento de diferentes genes homeobox 

em processos cruciais das células eucariontes, incluindo proliferação, 

diferenciação e morte celular, interação célula-célula e célula- matriz extracelular 

(Bromleigh & Freedman, 2000; Raman et al., 2000; Leroy et al., 2004; Hansen et 

al., 2006). Além disso, sabe-se que estes genes têm efeitos divergentes no ciclo 

celular, de um lado, estimulando a proliferação de células progenitoras, e por 



7 

outro, induzindo a diferenciação celular (Leroy et al., 2004; Zacchetti et al., 2007;  

Argiropoulos & Humphries, 2007). Os genes homeobox regulam um amplo 

espectro de funções biológicas durante o desenvolvimento embrionário, incluindo 

a formação dos membros, o padrão do esqueleto axial, a morfogênese 

craniofacial, o desenvolvimento do sistema nervoso central, trato gastrointestinal e 

órgãos reprodutivos, entre outros (Satokata & Maas, 1994; Mortlock & Innis, 1997; 

Garcia-Barceló et al., 2007; van den Akker et al., 2008). Interessantemente, alguns 

genes homeobox específicos regulam funções importantes no adulto, incluindo 

gametogênese (Ota et al., 2006), angiogênese (Rhoads et al., 2005; Hansen et al., 

2006) e hematopoiese (Sauvageau et al., 1994; Leroy et al., 2004). 

Os genes homeobox são divididos em duas grandes classes: classe I 

que contêm os genes agrupados (genes da família HOX) e a classe II que inclui os 

genes homeobox divergentes e dispersos pelo genoma (Owens & Hawley, 2002). 

A maioria dos genes homeobox está dispersa e não agrupada em complexos 

(Alberts et al., 2004). Com base na similaridade da seqüência de nucleotídeos, 

posição dos íntrons, organização em clusters e associação dos produtos protéicos 

com co-fatores, os genes homeobox são divididos em, pelo menos, 20 famílias 

distintas, incluindo as famílias bicoid (BCD), caudal (CAD), engrailed (EN), even-

skipped (EVE), muscle segment homeobox genes (MSX), paired (PAX), pit-oct-unc 

(POU), empty spiracles (EMX), ortodenticle (OTX) e sinus oculus (SIX) (Gehring et 

al., 1994; Holland et al., 2007). A família mais estudada e melhor caracterizada é a 

família HOX (Svingen & Tonissen, 2006). 

 

2.2. Família HOX de Genes Homeobox 

O complexo HOM-C, descrito em Drosophila melanogaster, é 

considerado o protótipo dos genes homeobox (Yekta et al, 2008). Suas 

contrapartes em humanos e camundongos, os genes HOX, estão entre os genes 

homeobox mais estudados entre os vertebrados (Abate-Shen, 2002). Em 
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vertebrados, os genes HOX são localizados contiguamente e em clusters, com 

seu número variando de acordo com a complexidade anatômica. Mamíferos 

apresentam 39 genes HOX organizados em 4 grupos, denominados A, B, C e D, 

localizados respectivamente em 4 cromossomos diferentes (7p15, 17q21.2, 12q13 

e 2q31) (Chen et al., 2005) (Fig. 1). Existem 13 grupos de parálogos, numerados 

de 1 a 13, começando a partir da extremidade 3’ de seus loci (Freschi et al., 2005). 

Estima-se que os genes HOX nos mamíferos tenham surgido através da 

combinação de dois eventos evolucionários diferentes, a cis-amplificação e a 

transduplicação, a partir de complexos ancestrais (Abate-Shen, 2002). Os genes 

HOX que se originaram por transduplicação, também chamados de parálogos, 

compartilham uma similaridade maior entre si quando comparados aos genes 

localizados em posições adjacentes do mesmo cromossomo (Svingen & Tonissen, 

2006). Como outros membros da superfamília de genes homeobox, os genes HOX 

codificam fatores de transcrição, cada um diferenciado por seu domínio de ligação 

ao DNA chamado homeodomínio, localizado no exon 2, sendo este extremamente 

conservado entre as espécies quando comparado com outros genes da família 

homeobox. 

 

2.3. Mecanismos de Ação dos Genes HOX 

Proteínas HOX podem funcionar como monômeros ou homodímeros 

para diretamente conduzir a transcrição de genes alvos e como heterodímeros ou 

heterotrímeros com membros da família de co-fatores homeobox TALE (three 

amino acid loop extension), dependendo do tipo celular, sendo que Pbx1 foi o 

primeiro co-fator das proteínas HOX a ser caracterizado (Abate-Shen, 2002; 

Laurent, et al 2008). As interações entre HOX e Pbx1 nos parálogos 1-8 são 

dependentes de um hexapeptídeo, do qual 4 aminoácidos representam a 

seqüência (núcleo) principal de ligação (YPWM), localizado na porção N-terminal 

das proteínas HOX (Chang et al., 1995; Phelan et al., 1995). Já nos parálogos 9 e 
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10, onde a seqüência YPWM não está presente, a ligação com Pbx1 é 

dependente de um resíduo de triptofano na região N-terminal próxima ao 

homeodomínio (Shen et al., 1997b), enquanto nos parálogos 11-13 a função de 

Pbx1 é substituída por Meis1, visto que Pbx1 não interage com as proteínas 

destes parálogos (Shen et al., 1997a). Outros mecanismos de regulação gênica, 

incluindo splicing alternativo, parecem participar do controle dos genes da família 

HOX (Kornfeld et al., 1989), mas estes mecanismos não estão ainda bem 

caracterizados. Ainda, a regulação endócrina de genes HOX foi descrita no ciclo 

menstrual, onde os níveis de expressão de HOXA10 e HOXA11 acompanham as 

mudanças cíclicas de estrógeno e progesterona (Daftary & Taylor, 2006). Um 

trabalho sugeriu que proteínas HOX podem seqüestrar outras proteínas para 

aumentar ou reprimir a expressão gênica (Shen et al. 2001). Apesar de muitos dos 

genes alvos dos membros da família HOX ainda não estarem completamente 

caracterizados, já foi demonstrado que genes HOX são parte integral do processo 

de desenvolvimento de membros e órgãos ao longo do eixo ântero-posterior (Dolle 

et al., 1993; Mortlock & Innis, 1997; Perez-Cabrera et al., 2002; Zachetti et al., 

2007; Cardoso, 1995; Simpson, 1999; Wellik, 2009). 

A maneira pela qual os genes HOX controlam e são controlados no 

desenvolvimento de vertebrados ocorre de acordo com três preceitos básicos 

(Abate-Shen, 2002). O primeiro é a posição cromossomal do gene ao longo do 

eixo 3’ a 5’ do cromossomo onde estão localizados, o que corresponde com a sua 

expressão ao longo do eixo ântero-posterior do animal, sendo a seqüência de 

expressão dos genes HOX durante o desenvolvimento bastante semelhante aos 

genes do complexo HOM-C de Drosófilas, refletindo a posição de cada gene 

dentro do cluster (Martinez & Amemiya, 2002). Isto quer dizer que os genes 

localizados nas extremidades 3’ são transcritos primeiramente e na região anterior 

do embrião, enquanto que os genes localizados nas extremidades 5’ são 

transcritos subseqüentemente e em regiões caudais, sendo esta uma propriedade 

conhecida como regra da colinearidade (Zhao et al., 2005; Morgan, 2006; Lemons 
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& McGinnis, 2006). O desenvolvimento das regiões branquial e do romboencéfalo 

é controlado pelos genes dos grupos 1 a 4, o desenvolvimento da porção toráxica 

é regulado pelos genes HOX centrais, correspondentes aos grupos 5-8, enquanto 

os genes dos grupos 9-13 regulam a região lombo-sacral do embrião, trato urinário 

e genitália (Morgan, 2006). 

 

Figura 1. Representação esquemática do alinhamento dos 4 loci de genes HOX 

em humanos com o complexo HOM-C de Drosófila. Os 13 grupos parálogos estão 

marcados na porção inferior da figura. Adaptado do artigo de Maconochie (1996). 

 

O segundo preceito é de que os genes HOX localizados mais a 5’ terão 

uma fenótipo dominante em relação aos genes localizados mais a 3’, o que é 

descrito como prevalência posterior. No entanto, é importante denotar que em 

vertebrados, os quarto clusters de genes HOX permitem que cada gene HOX 

individual tenha até quarto cognatos em relação à similaridade entre suas 

seqüências (parálogos), sendo parcialmente redundantes em suas funções, mas 
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também adquirindo funções diversas (Svingen & Tonissen, 2006). Portanto, o 

fenômeno de dominância posterior que ocorre em Drosófilas, onde o programa 

morfogenético do embrião é especificado pelo membro da família HOX com 

localização mais posterior expresso no momento, em camundongos e, 

provavelmente humanos, é substituído pela teoria da redundância (Papageorgiou, 

2006). Esta teoria afirma que o padrão de desenvolvimento de uma célula ou 

tecido é resultado da expressão combinada de vários membros da família HOX, e 

não da atividade específica ou dominante de um membro individual (Maconochie, 

1996; Greer et al., 2000). O melhor exemplo desta teoria é demonstrado pelos 

membros do parálogo 9 (HOXA9, HOXB9 e HOXD9) durante o desenvolvimento 

da glândula mamária. As glândulas mamárias em animais sem a expressão 

individual ou em pares (knockout simples ou duplo) destes genes são normais, 

enquanto que glândulas sem a expressão dos 3 membros (knockout triplo) 

apresentam uma intensa hipoplasia durante a gravidez e lactação (Chen & 

Capecchi, 1999), indicando que a morfogênese das glândulas mamarias é 

dependente de uma regulação quantitativa dos genes HOX ao invés da regulação 

qualitativa encontrada em Drosófilas. A similaridade de estrutura, sequência e 

expressão dos parálogos têm levantado questões sobre o grau de redundância 

funcional entre eles. No entanto, mutações individuais de genes HOX tem 

invariavelmente levado a fenótipos com variações no padrão axial, o que ilustra 

que a compensação funcional por parálogos não é absoluta e que papéis mais 

importantes são desempenhados por genes HOX individuais no desenvolvimento 

(Maconochie et al., 1996). 

O terceiro preceito é o de que os genes HOX são expressos em ordem 

temporal também de acordo com sua posição 3’ a 5’ dentro de cada cluster, o que 

é denominado colinearidade temporal (Shah & Sukumar, 2010). Um exemplo disso 

é o de que camundongos knockout para os genes HOXA11 e HOXD11 

apresentam um desenvolvimento ósseo incompleto, revelando um papel 

importante destes genes na formação óssea (Boulet & Capecchi, 2003). 
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Especificamente, embriões mutantes apresentam membros menores comparado a 

animais normais, uma vez que o programa de maturação do tecido ósseo é 

alterado. Nestes animais a produção do tecido cartilaginoso é normal, mas a sua 

ossificação é retardada, sugerindo que estes genes têm papel importante nas 

etapas finais da diferenciação dos osteoblastos (Boulet & Capecchi, 2003). 

Camundongos mutantes para os genes HOXA3 ou HOXD3 não apresentam 

anormalidades no eixo corporal, mas mutantes duplos para estes genes 

demonstram uma perda da vértebra atlas e remodelação da coluna vertebral 

(Condie & Capecchi, 1994). Camundongos knockout para os genes HOXA13 e 

HOXD13 apresentaram ausência da bexiga e estenose prematura do cordão 

umbilical (Warot et al., 1997). Interessantemente, animais haploinsuficientes para 

HOXA13 sobrevivem até a idade adulta, mas apresentavam anormalidades 

importantes dos órgãos reprodutores e reto, demonstrando sua importância na 

formação das porções posteriores dos aparelhos digestivo e genital (Warot et al., 

1997). 

 

2.4. Regulação dos Genes HOX 

O processo do desenvolvimento em mamíferos é estabelecido através 

de muitas vias moleculares agindo em harmonia nos níveis genômicos, 

proteômicos e epigenéticos (Barber & Rastegar, 2010). A expressão dos produtos 

dos genes HOX é seletiva e pode ser controlada em diversos níveis, incluindo os 

estágios transcricionais e pós- transcricionais (Mann & Chan, 1996). A epigenética 

se refere a mudanças na expressão gênica que são herdadas através de 

mecanismos além daqueles que determinam a sequência de DNA, que controlam 

a morfologia e identidade celular (Barber & Rastegar, 2010). Dentro deste contexto 

pouco conhecido, as proteínas dos grupos polycomb e trithorax parecem ter papel 

importante (Sparmann & Lohuizen, 2006). Elas operam um mecanismo comum 

que é parte integral do controle da expressão dos genes HOX por meio de 
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alterações epigenéticas (Fanti et al., 2008). Ilhas CpG nos promotores de genes 

HOX silenciados são comumente metiladas (Hershko et al., 2003, Rauch et al., 

2007). Os membros do grupo polycomb operam em complexos que modificam as 

propriedades locais da cromatina, levando ao silenciamento gênico (Ringrose & 

Paro, 2000). Os complexos polycomb e trithorax direcionam a trimetilação das 

histonas - as proteínas do grupo polycomb resultam em trimetilação da lisina 27 da 

histona H3 (H3K27) e proteínas trithorax trimetilam a lisina 4 da histona H3 (H3K4) 

- e as mudanças na conformação da cromatina por essas modificações permitem 

a metilação e desmetilação das ilhas CpG (Hanson et al. 1999; Fanti et al., 2008). 

Além da participação das proteínas dos grupos polycomb e trithorax no controle 

transcricional dos genes HOX, o efeito do ácido retinóico no desenvolvimento do 

sistema nervoso central foi demonstrado (Daftary & Taylor, 2006). Nos estágios 

iniciais da embriogênese, o ácido retinóico regula a expressão dos parálogos 

localizados na porção 3’ da família HOX de genes homeobox (Daftary & Taylor, 

2006). 

MicroRNAs (miRNAs) codificados em clusters HOX são conservados 

entre D. melanogaster e humanos (Chopra et al., 2006, Yekta et al., 2008, Stark et 

al., 2008), e incluem, até o momento, mir-10a (Weiss et al. 2009) e mir-196b 

(Popovic et al., 2009). Estes miRNAs são tidos tradicionalmente como reguladores 

da expressão de genes HOX por meio de clivagem ou interferência entre o RNA 

mensageiro e a maquinaria de tradução (Chopra et al., 2006). Em trabalho por 

Han et al. (2007) foi examinada a regulação destes miRNAs e seus transcritos 

alvos, revelando a interação de mir-10a com HOXA3 e HOXD10 por modelos de 

bioinformática e culturas celulares. Os genes HOX também podem ser regulados 

por RNAs não codificantes longos (lincRNAs) e lincRNAs foram descritos em uma 

orientação antisense em alguns clusters de genes HOX (Sessa et al., 2007, 

Sasaki et al., 2007). Embora este mecanismo de regulação não seja bem 

conhecido, os resultados dos poucos estudos na literatura sugerem que lincRNAs 

podem ativar ou reprimir a expressão de genes HOX colineares (Sessa et al., 

2007; Petruk et al., 2007). 
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2.5. Genes HOX em Tecidos Adultos 

Os membros da família HOX foram primeiramente identificados como 

reguladores do padrão de formação ântero-posterior durante a embriogênese, mas 

inúmeros estudos têm demonstrado a participação destes genes em células 

adultas diferenciadas (Bagot et al., 2000; Cillo et al., 2001; Daftary & Taylor, 2006). 

Ainda assim, pouco se conhece sobre a função destes genes nos tecidos adultos. 

No pulmão adulto, 11 membros da família HOX são expressos, incluindo 5 

membros do lócus A (HOXA2 ao HOXA6), 5 membros do lócus B (HOXB2 ao 

HOXB6) e o gene HOXD1 (Tiberio et al., 1994). O gene HOXA5 se mantém 

altamente expresso durante a formação pulmonar e em pulmões de recém-

nascidos, mostrando que os genes HOX possuem diferentes papéis na regulação 

da maturação pulmonar (Mandeville et al., 2006). A expressão dos vários genes 

HOX que se encontram altamente expressos no pulmão fetal diminui com o 

avanço da gestação, principalmente o gene HOXB5 (Volpe et al., 2003). Níveis 

elevados da proteína HOXB5 têm sido encontrados em casos de malformação 

adenomatóide cística congênita e em seqüestrações bronquiopulmonares quando 

comparado com o tecido pulmonar normal, sugerindo um papel importante deste 

gene no processo de formação de anormalidades pulmonares (Volpe et al., 2003). 

A expressão dos membros da família HOX em tecidos humanos normais, incluindo 

rim, mama, cólon, cérvix uterino e fígado, é similar aos encontrados na análise 

pulmonar, contudo, cada órgão adulto demonstra uma combinação específica de 

expressão de genes HOX. Nos órgãos citados, a expressão envolve um número 

muito superior de membros da família HOX, sendo 30 expressos no rim e na 

mucosa intestinal (Cillo et al., 2001). 

Em cérvix uterino, a maioria dos genes do lócus B foi detectada (7/10) 

na camada basal do epitélio, indicando seu papel na proliferação e/ou 

diferenciação do epitélio cervical (López et al., 2006). O gene HOXA10 está ligado 

à diferenciação funcional do útero adulto e parece ser regulado por hormônios 

como estrógeno, progesterona e testosterona (Daftary & Taylor, 2006). Mulheres 
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portadoras da síndrome do ovário policístico apresentam níveis elevados de 

testosterona e uma redução nos níveis de expressão de HOXA10, o que 

correlaciona com a dificuldade de implantação dos embriões e, portanto, 

infertilidade destas mulheres (Daftary & Taylor, 2006). Coletivamente, estes 

estudos indicam que a plasticidade dos órgãos adultos, onde proliferação, 

diferenciação e regeneração de muitos tipos celulares são intensas, pode estar 

associada com a expressão de genes da família HOX. 

A hematopoiese também é um processo conhecidamente regulado por 

genes da família HOX (Sauvageau et al., 1994). Interessantemente, como o 

sistema hematopoiético não possui uma orientação espacial, a expressão 

diferencial dos genes HOX se manifesta pela especificidade de cada linhagem 

celular (Daftary & Taylor, 2006). HOXA7 apresenta níveis elevados de expressão 

em células indiferenciadas, porém seus níveis são reduzidos durante a 

diferenciação monocítica e mantidos durante a diferenciação granulocítica (Leroy 

et al., 2004). Quatro dos 11 genes do cluster A (HOXA4, HOXA5, HOXA9 e 

HOXA10) estão expressos em linhagens CD34+, contudo apenas o membro 

HOXA10 é expresso exclusivamente por estas células (Sauvageau et al., 1994). A 

superexpressão individual de alguns membros da família HOX provoca uma 

perturbação no padrão de diferenciação das células hematopoiéticas 

indiferenciadas (Dorrance et al., 2006). A superexpressão de HOXA5 em células 

da medula óssea e do cordão umbilical promove a expansão de células mielóides 

progenitoras e a redução na proliferação e diferenciação dos eritrócitos 

(Argiropoulos & Humphries, 2007). Estudos utilizando oligonucleotídeos antisense 

contra HOXA5 demonstraram que este gene regula a proliferação dos eritrócitos e 

controla a hematopoiese granulocítica/monocítica (Strathdee et al., 2007a). Estes 

achados demonstram que o gene HOXA5 tem um papel importante como 

regulador da diferenciação celular durante a hematopoiese (Fuller et al., 1999). 

Juntamente com o gene HOXA5, a superexpressão de HOXA10 está associada 

com perturbações na diferenciação mielóide e de linfócitos B (Argiropoulos & 

Humphries, 2007). Estes estudos sugerem que os genes da família HOX são 
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importantes para a hematopoiese e que diferentes combinações de expressão 

destes genes estão envolvidas na diferenciação e maturação de linhagens 

celulares específicas. 

 

2.6. Alterações do Desenvolvimento em Humanos 

Mutações naturais em humanos foram descritas nos membros 

HOXA13, HOXD10 e HOXD13 da família HOX (Grier et al., 2005; Shrimpton et al., 

2004; Mortlock & Innis, 1997). Mutações em HOXD13 promovem simpolidactilia, 

uma combinação de sindactilia e polidactilia (Grier et al., 2005). Indivíduos 

afetados por esta alteração apresentam mutação por inserção de uma seqüência 

de polialaninas no exon 1 do gene HOXD13, resultando em uma mutação com 

ganho de função (Goodman et al., 1997). Crossing-over desigual é provavelmente 

o mecanismo pelo qual esta mutação ocorre, visto que as expansões nas 

seqüências de polialaninas são freqüentemente derivadas da recombinação entre 

2 alelos normais, porém incorretamente pareados (Warren, 1997). 

Mutações em HOXA13 induzem a síndrome da mão-pé-genital 

(Mortlock & Innis, 1997). Esta síndrome apresenta anormalidades nos membros, 

incluindo falanges curtas e fusão e calcificação dos ossos do pulso, e nos genitais, 

como bifurcações parcial ou completa do útero e hipospadias (Mortlock & Innis, 

1997). Uma mutação no gene HOXD10 foi encontrada em uma família segregando 

simultaneamente, de forma autossômica dominante com penetrância incompleta, 

as doenças de Charcot-Marie-Tooth e tálus vertical congênita (Shrimpton et al., 

2004). Estas doenças são caracterizadas por deformidades nas porções distais 

dos membros inferiores. Nesta família foi identificado uma transversão de uma 

timina para uma adenina na posição 956 do exon 2 do gene HOXD10, resultando 

em uma mutação de sentido trocado (missense) no códon 319, com a substituição 

de uma metionina (ATG) por uma lisina (AAG) (Shrimpton et al., 2004). 
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A síndrome fetal do valproato é outra alteração do desenvolvimento 

associada com alterações na expressão de genes HOX. O valproato sódico é 

amplamente usado como droga antiepilética e seu uso durante a gravidez é 

comprovadamente teratogênico (Faiella et al., 2000; Kulkarni et al., 2006), com 

fetos apresentando mal-formações do tubo neural, defeitos cardíacos, fissuras 

orais e anomalias dos genitais e membros (Kulkarni et al., 2006). Experimentos 

com culturas celulares demonstraram que o tratamento com valpoatro sódico 

induz uma significante alteração do padrão de expressão dos genes HOXD1, 

HOXD8, HOXD10, HOXD11 e HOXD12, sugerindo uma explicação para as 

alterações homeóticas (Faiella et al., 2000). 

 

2.7. Genes HOX e Câncer 

As descobertas das últimas décadas demonstram que muitas das vias 

moleculares que fundamentam o desenvolvimento e a progressão tumoral são 

aberrações de processos que controlam a embriogênese. Dentro deste contexto, 

os genes homeobox são considerados os maestros que controlam a íntima 

relação entre embriogênese e tumorigênese (Yoshida et al., 2006). Os 

mecanismos da desregulação dos genes HOX em cânceres são variados e 

apenas recentemente começam a ser entendidos. Em certos tecidos, alguns 

genes HOX que normalmente têm funções supressoras de tumor são silenciados 

e, em outros tecidos, genes HOX que são expressos de forma aberrante, quando 

consideramos seu padrão têmporo-espacial, resultam em efeitos oncogênicos. 

Muitos estudos registraram diferenças na expressão dos genes da 

família HOX entre tecido normal e neoplásico, porém sua relação funcional com o 

fenótipo maligno ainda permanece obscura na maioria dos casos. É de consenso 

geral que a expressão aberrante de genes da família HOX possa contribuir para a 

desregulação dos principais processos associados com o desenvolvimento e/ou 

progressão tumoral, incluindo proliferação, diferenciação e morte celular, 
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neovascularização e migração e invasão dos tecidos adjacentes (Grier et al., 

2005; Rhoads et al., 2005; Zhao et al., 2005; Yoshida et al., 2006). Em alguns 

cânceres, como leucemia, a superexpressão de genes HOX, mediada pela fusão 

de certas proteínas, promove expansão clonal (Calvo et al., 2002), enquanto que 

em outros, como o neuroblastoma, a perda de expressão de um único gene HOX 

induz tumorigênese (Zhang et al., 2007). Em alguns tumores, a expressão anormal 

dos genes HOX leva diretamente à tumorigênese através da prevenção de 

apoptose, alterações nas vias de sinalização celular, modulação da transição 

epitélio-mesênquima (TEM) ou promoção de invasão (Chen et al., 2008; Kim et al. 

2010). Estes estudos denotam o sistema rigidamente regulado através do qual a 

expressão dos genes HOX dirige a organogênese normal e também a 

tumorigênese. 

Os mecanismos pelos quais os genes HOX exercem seus efeitos são 

variados, mas com notada especificidade (Mann & Chan, 1996). Em um esforço 

para classificar estas mudanças, os mecanismos que induzem a desregulação 

foram utilizados como critérios. 

O primeiro mecanismo é a desregulação tempo-espacial, na qual o 

padrão de expressão dos genes HOX que surge em um tecido específico é 

diferente do encontrado no tecido normal. Então, o gene não é expresso pelo 

tecido normal, mas é encontrado no câncer. Na análise dos níveis de expressão 

dos genes HOX em amostras de tecido de CEC esofágico e de mucosa esofágica 

normal, foram identificados 13 genes da família HOX com expressão alterada 

(Chen et al.; 2005). Os genes HOXA10, HOXA13, HOXB9, HOXC4, HOXC4, 

HOXC8, HOXD9, HOXD10 e HOXD13 foram expressos somente pelas amostras 

de CEC, sugerindo uma possível participação destes membros no 

desenvolvimento e progressão tumoral (Chen et al., 2005). Takahashi et al. (2007) 

compararam os níveis de expressão de todos os genes HOX em 48 CECs de 

esôfago e 7 amostras de tecido esofágico normal por meio de RT-PCR 

quantitativo (qRT-PCR). Como esperado, o esôfago normal, uma estrutura do trato 
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gastrointestinal anterior, expressou um maior número de genes localizados na 

porção 3’, enquanto que as amostras de tecido tumoral demonstraram uma 

expressão significantemente aumentada dos genes da porção 5’. Este estudo 

ainda revelou que o gene HOXA5, que tradicionalmente é expresso por células 

basais do epitélio normal, foi encontrado em abundância nas células tumorais. Em 

outro estudo foi observado que os genes HOXD3 e HOXD4 são expressos apenas 

por linhagens celulares normais de mama, enquanto os genes HOXA3, HOXB1 e 

HOXC13 são expressos nas linhagens celulares tumorais (Svingen & Tonissen, 

2003). Na região cervical, os genes HOXA1, HOXB2, HOXB4, HOXC5, HOXC10 e 

HOXD13 foram encontrados somente em cânceres, não sendo expressos em 

tecidos normais (Hung et al., 2003). Em linhagens celulares de carcinoma de 

endométrio, os autores demonstraram que os parálogos HOXB13 e HOXC13 

foram expressos pela grande maioria das linhagens celulares, e que a inibição de 

HOXB13 por oligonucleotídeos antisense diminuiu em 90% a capacidade de 

invasão das células tumorais (Zhao et al., 2005). A comparação entre o padrão de 

expressão dos genes HOX entre uma linhagem de queratinócito cervical normal e 

linhagens celulares derivadas de carcinoma cervical foi similar, com exceção dos 

genes HOXC5 e HOXC8 que foram expressos somente em linhagens celulares 

derivadas de carcinoma cervical, sugerindo uma possível associação destes 

genes com o processo de transformação maligna (Alami et al., 1999). Em outro 

estudo, somente os genes HOXA2, HOXA7, HOXC5, HOXC8 e HOXD12 não 

foram expressos em amostras de tecido cervical normal e o gene HOXC5 foi 

expresso em 9 das 11 linhagens celulares de carcinoma cervical avaliadas, 

sugerindo que além do gene HOXC5, os genes HOXB2, HOXB4, HOXC10 e 

HOXD13 também podem estar envolvidos no processo de transformação de 

células cervicais normais em células malignas (Magli et al., 1991). HOXC6 foi 

expresso em áreas diferenciadas do epitélio intestinal, mas foi silenciado na 

maioria das amostras de câncer (Freschi et al., 2005). Em conjunto, estes 

exemplos sugerem que os passos que levam à tumorigênese estão associados 

com o ganho de uma nova expressão de membros da família HOX. 
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O segundo mecanismo é o de dominância, no qual os genes HOX são 

expressos em um nível maior do que o observado em um tecido normal. Então, os 

genes são superexpressos em tumores quando comparados com tecidos normais 

correspondentes. Um exemplo é a expressão de HOXA9 em leucemia mielóide 

aguda (AML) (Golub et al., 1999). Análises por microarray revelaram que HOXA9 

é superexpresso em leucemias mielóides quando comparadas com células 

mielóides normais, e que a superexpressão estava correlacionada com 

prognóstico ruim e falha na reposta ao tratamento quimioterápico (Golub et al., 

1999). Estudos adicionais demonstraram que HOXA9 pode existir como uma 

proteína fusionada com a proteína nucleoporina NUP98 em células de leucemia, 

aumentando o potencial maligno deste gene HOX (Ghannam et al., 2004). A 

análise comparativa da expressão dos genes HOX em tecidos mamários normais 

e tumorais demonstrou expressão diferenciada dos genes HOXA1, HOXA2, 

HOXA3, HOXA5, HOXA9, HOXC11, HOXD3, HOXD4, HOXD8, HOXD9 e 

HOXD10 (Makiyama et al., 2005). Todos estes genes HOX, exceto HOXC11, 

apresentaram maiores níveis de expressão nas amostras de tecido normal em 

relação aos tecidos neoplásicos (Makiyama et al., 2005). Em CECs de esôfago, os 

genes HOXA2, HOXA7, HOXA9, HOXC6 e HOXC9 foram expressos pelas 

amostras tumorais e de mucosa normal, mas os membros HOXA7, HOXA9 e 

HOXC6 apresentaram níveis de expressão consideravelmente mais altos no CEC 

quando comparado com os de mucosa normal (Chen et al., 2005). Em cânceres 

de cólon, os genes HOXB6, HOXB8, HOXC8 e HOXC9 foram mais expressos em 

linhagens celulares derivadas de pólipos intestinais e de carcinoma colo-retal do 

que em linhagens normais (Vider et al., 2000). Na mucosa de cólon, todos os 

membros da família HOX estão expressos, porém em adenocarcinomas o gene 

HOXA9 foi significantemente mais expresso quando comparado à mucosa normal 

(Freschi et al., 2005). 

Os níveis de expressão dos genes HOXA11, HOXA13, HOXB9, 

HOXD12 e HOXD13 estão aumentados em melanomas em comparação com os 
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níveis encontrados em nevos pigmentados (Maeda et al., 2005). Além disso, os 

níveis de expressão de HOXA1, HOXA2, HOXC4 e HOXB13 são maiores em 

melanomas com metástases a distância comparado com tumores não 

metastáticos (Maeda et al., 2005). Ainda neste trabalho, a expressão dos genes 

HOX foi distinta quando se comparou melanomas de diferentes espessuras. Os 

membros HOXA11 e HOXB2 apresentaram níveis elevados de expressão em 

amostras de melanoma no estágio pT4 e o gene HOXC13 foi mais expresso nos 

tumores pT1-pT3 quando comparado com os tumores pT4, revelando que a 

expressão alterada destes 3 genes HOX pode estar associada com a fase de 

crescimento vertical do melanoma. Coletivamente, estes estudos demonstram que 

diferentes membros da família HOX podem estar associados ao desenvolvimento 

e/ou comportamento biológico dos melanomas cutâneos. 

Por meio dos mecanismos listados acima, a desregulação da expressão 

dos genes HOX pode afetar várias vias que promovem a tumorigênese. Em alguns 

tumores, as vias da organogênese, tais como as vias sinalizadoras de receptores, 

são alteradas e direcionam o crescimento tumoral (Myers et al., 2002). Por outras 

vezes, a expressão de genes HOX é alterada e resulta na manutenção de um 

estado embrionário através do qual há a ativação de vias anti-apoptóticas ou 

supressão de diferenciação (Raman et al., 2000). Adicionalmente, novos 

mecanismos, tais como as interações protéicas, podem também permitir que as 

proteínas HOX exerçam seu papel oncogênico. 

O papel dos membros da família HOX no processo de diferenciação 

celular pode ocorrer de 2 maneiras. Na primeira, a expressão é necessária para a 

indução da diferenciação e maturação terminal (Economides & Capecchi, 2003; 

Jung et al., 2005, Trivedi et al., 2007; McMullin et al., 2009; Patel et al., 1999), 

enquanto que na segunda o padrão de diferenciação só é obtido a partir do 

silenciamento do gene (Lu & Kamps, 1997, Trivedi et al., 2008). Independente do 

mecanismo, a participação de gene HOX na alteração no padrão de diferenciação 

celular é freqüente em tumores. Jung e colaboradores demonstraram que a 
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expressão exógena de HOXB13 na linhagem LNCaP de câncer de próstata 

suprime a transativação do receptor de andrógeno e, conseqüentemente, previne 

o crescimento destas células (Jung et al., 2004a, Jung et al., 2004b). 

Interessantemente, um trabalho anterior revelou que HOXB13 é necessário para o 

completo desenvolvimento da próstata de ratos (Economides & Capecchi, 2003). 

Os genes HOXC4, HOXC5, HOXC6 e HOXC8 não são normalmente expressos 

em tecido prostático normal ou linhagens celulares, mas são expressos em 

biópsias de tumores primários e células cancerígenas (Miller et al., 2003). Além 

disso, a superexpressão de HOXC8 em linhagens celulares e amostras de câncer 

de próstata correlacionam com a perda de diferenciação celular (Waltregny et al., 

2002) e a proliferação hormônio-independente (Kikugawa et al., 2006). Em 

progenitores hematopoiéticos, a expressão de HOXB3 pode especificamente levar 

ao desenvolvimento da leucemia mielóide e impedir a diferenciação linfóide normal 

(Lawrence et al., 1996), e de maneira contrária, a expressão de HOXC4 pode 

especificamente direcionar a diferenciação linfoblástica (Bijl et al., 1996). 

Em algumas circunstâncias, genes HOX têm sido especificamente 

implicados como fatores causais de propriedades invasivas de alguns cânceres. 

Na maioria dos casos, os genes HOX envolvidos são aberrantemente expressos 

em tecidos onde a expressão não é esperada (Wu et al., 2006). HOXC10 foi 

analisado quanto ao seu papel na indução da capacidade invasiva de células de 

câncer de colo de útero, visto que a expressão elevada de HOXC10 foi encontrada 

em queratinócitos cervicais imortalizados por papilomavírus humano e células de 

carcinoma cervical (Zhai et al., 2007). Neste estudo os autores demonstraram que 

linhagens celulares que tiveram a expressão de HOXC10 bloqueada 

apresentaram uma significante redução na capacidade invasiva (Zhai et al., 2007). 

Estudo com linhagens celulares de mama normal demonstraram que a 

superexpressão de HOXB13 promove a invasividade celular, a proliferação e a 

formação de colônias (Miao et al., 2007). Interações com a via do receptor de 
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estrogênio, tanto direta quando indiretamente, por HOXB13 parecem ser 

importantes, mas estes mecanismos ainda estão sendo elucidados. 

A expressão aberrante dos genes HOX pode também contribuir para a 

oncogênese por permitir a ativação de vias anti-apoptóticas. Em linhagens 

celulares e em amostras de câncer de mama foi observada uma correlação entre 

perda de expressão de HOXA5 e metilação do promotor (Raman et al., 2000). 

Investigando esta conexão in vitro, os sítios de ligação de HOXA5 ao promotor da 

TP53 foram identificados e os resultados confirmaram que HOXA5 induz a 

expressão de p53, resultando em taxas aumentadas de apoptose. Chen et al. 

(2004) posteriormente encontraram que HOXA5 também pode induzir a apoptose 

independentemente de seu efeito em TP53 ao induzir a ação da caspase 2 e 

caspase 8 em células de câncer de mama. Chu et al. (2004) demonstraram que 

HOXA10 tem um efeito similar ao do HOXA5 na ativação da expressão de p53 em 

linhagens de carcinoma de mama positivos para receptores de estrogênio. O 

papel dos genes HOX na supressão da apoptose foi também estudado por 

Morgan e colaboradores que descreveram o peptídeo HXR9, o qual interfere 

especificamente na ligação das proteínas HOX aos co-fatores PBX (Morgan et al, 

2007). A expressão anormal, aumentada, de múltiplos genes HOX é evidente em 

células B16 (Plowright et al., 2009; Morgan et al., 2007). O tratamento de células 

de carcinoma pulmonar do tipo não-pequenas células e de melanoma com HXR9 

aumentou a expressão de genes-alvo, incluindo FOS que já havia sido 

previamente descrito como um iniciador para a apoptose (Kasibhatia et al., 1998), 

gerando um incremento significativo na taxa de apoptose. 

Além de regular a apoptose, os genes HOX também podem controlar a 

proliferação celular. O fenótipo de proliferação causado pela expressão aberrante 

dos genes HOX é bem caracterizado em leucemias (Argiropoulos & Humphries, 

2007). Ao contrário do que acontece em tumores sólidos, onde a desregulação 

dos genes HOX é resultado de mutações com ganho ou perda de função, a 

superexpressão dos genes HOX em leucemias se dá geralmente por 
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translocações, resultando em expressão constitucional do gene HOX translocado, 

ou por regulação alterada pelo homologo MLL (Calvo et al., 2002). A 

superexpressão de alguns genes dos loci A e B podem levar a uma proliferação 

aumentada de clones especificos e seus progenitores em leucemias (Lawrence & 

Largman, 1992). Destes, HOXA9 especificamente resulta em indução da 

proliferação de células derivadas da medula óssea. Além disso, a proteína 

fusionada NUP98-HOXA9 sinergisticamente aumenta a proliferação de clones de 

leucemia, particularmente de pacientes com leucemia mielóide aguda (Calvo et al., 

2002). Os mecanismos pelos quais HOXA9 induz a proliferação dos clones de 

leucemia ainda estão sendo elucidados, no entanto, as leucemias requerem a 

superexpressão de MEIS1 em células mielóides com a proteína fusionada NUP98-

HOXA9 (Calvo et al., 2002) e desta forma pode ser mediada através do direto 

aumento do elemento responsivo de ligação à proteína 1 cAMP (Hu et al., 2009). 

Em estudo recente, a expressão de HOXA9 em uma linhagem de leucemia de 

células B causou a maior expressão de receptores de fator de crescimento 

insulina-like tipo 1 (IGF1R) (Whelan et al., 2008), induzindo de maneira autócrina a 

proliferação destas células. É importante lembrar que alguma expressão de 

HOXA9 é necessária para a hematopoiese normal porque a falta completa de 

HOXA9 em camundongos é associada à pancitopenia (deficiência de todos os 

tipos celulares sanguíneos maduros) (Lawrence et al., 1997, Hu et al., 2009), 

sugerindo que os efeitos proliferativos de HOXA9 são seletivos nas células 

tumorais. 

Em tecidos específicos, a expressão aberrante dos genes HOX 

apresenta efeitos diretos na sinalização de receptores celulares. A expressão de 

HOXB13 pode funcionar como um supressor de tumor ao suprimir a transativação 

de receptores de andrógeno (RA) em linhagens de câncer de próstata (Jung et al., 

2004a; Jung et al., 2004b). Estes estudos também demonstraram que as 

interações físicas entre HOXB13 e RA previnem a atividade transcricional de RA 

dependente de hormônios. Isto implica que HOXB13 normalmente interrompe o 
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desenvolvimento da próstata em resposta a estímulo androgênico. 

Paradoxalmente, HOXB13 desregula as vias que controlam as respostas ao 

receptor de estrógeno no ovário e nos cânceres de mama, nos quais tem efeitos 

oncogênicos (Miao et al., 2007, Ma et al., 2004). HOXB13 endógeno é 

especificamente pouco expresso em linhagens celulares de câncer de mama que 

são expostas ao estradiol (que se liga e ativa receptores de estrógeno), onde 

CHDH e ILI7RB são mais expressos, presumivelmente como alvos dos receptores 

de estrógeno (RE) (Wang et al., 2007). Apesar disso, nenhuma mutação no gene 

HOXB13 ou em seu promotor foram encontradas, sugerindo que uma mutação em 

um gene que regula HOXB13 ou em um gene que leva a ativação de outro fator 

de crescimento está envolvida em sua via de sinalização o que permite o 

crescimento de um clone independente de RE (Loi et al., 2009). Miao et al. (2007) 

demonstraram que HOXB13 diretamente aumenta a expressão de RE ao ativar o 

elemento de resposta ao estrogênio (ERE) no promotor ESR1 em linhagem celular 

de câncer de ovário. Através de um mecanismo ainda não identificado, HOXB13 

também se liga aos EREs de uma forma dependente de RE que está presente em 

genes que direcionam a proliferação, perda da inibição por contato e diminuição 

da apoptose. Além disso, esta superexpressão diretamente se correlaciona com 

resistência ao tamoxifeno de uma forma dose-dependente. 

Interessantemente, os efeitos oncogênicos dos membros da família 

HOX são específicos para cada tipo celular/tecido, como exemplificado pelo gene 

HOXD10. Em câncer de mama, a repressão permite o aumento da proliferação 

(Carrio et al., 2005), enquanto que em câncer de pulmão a superexpressão 

confere proliferação (Plowright et al., 2009). O gene HOXA1 já havia sido descrito 

em associação a outros genes HOX em sua desregulação em tecidos e linhagens 

celulares tumorais, no entanto, foi bastante investigado de maneira isolada em 

cânceres variados (Zhang et al., 2003; Hung et al., 2003; Abe et al., 2006). 
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2.8. HOXA1 

O gene HOXA1, assim como os membros do seu parálogo, é um dos 

primeiros genes da família HOX a ser expresso durante a embriogênese e é 

altamente sensível à regulação pelo ácido retinóico (Maconochie et al., 1996). 

HOXA1 é fundamental para o desenvolvimento do ectoderma neural (Frohman & 

Martin, 1992) e sua expressão é mais tarde crucial para a formação da região 

posterior do sistema nervoso central (Frohman et al., 1990). Mutações em HOXA1 

causaram um fenótipo denominado síndrome Bosley-Salih-Alorainy (BSAS; OMIM 

#601536), a qual é uma variação da síndrome de retração de Duane (DRS) tipo 3, 

caracterizada por presença de surdez, malformações na musculatura cerebral e 

autismo (Tischfield et al., 2005). As mutações descritas em HOXA1 foram de 

sentido trocado, resultado de uma inserção de uma guanina entre os nucleotídeos 

175 e 176 (175-176insG), e sem sentido, caracterizada por uma substituição 

homozigota de uma citosina por uma guanina na posição 84 (84C>G). 

No tecido tumoral HOXA1 parece exercer um papel importante nos 

estágios iniciais da oncogênese. Em uma análise compreensiva dos 39 genes 

HOX em carcinomas pulmonares, a expressão de HOXA1, além de HOXA5, 

HOXA10 e HOXC6, foi significantemente maior nos tumores comparado com o 

tecido pulmonar normal e esta expressão correlacionou com o padrão de 

proliferação e resistência a apoptose (Abe et al., 2006). Na região cervical uterina, 

o gene HOXA1 foi expresso somente em cânceres, não sendo expressos em 

tecidos normais (Hung et al., 2003). O gene HOXA1 também foi detectado em 

linhagens celulares de carcinoma de mama, sendo que sua expressão foi 

positivamente regulada pelo tratamento destas células com progestina, um 

hormônio esteróide associado ao processo de diferenciação celular (Chariot & 

Castronovo, 1996). Drabkin et al. (2002) também demonstraram uma maior 

expressão de HOXA1 na glândula mamária murina neoplásica, sugerindo que 

HOXA1 atua como promotor do crescimento celular nas fases iniciais do 

desenvolvimento tumoral. HOXA1 também estimula a ativação transcricional de 
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algumas moléculas pró-oncogênicas, incluindo ciclina D1 e Bcl-2, induzindo a 

proliferação e sobrevivência de células de carcinoma mamário humano, sendo 

considerado pelos autores um “oncogene” (Zhang et al., 2003). De fato, a 

expressão forçada de HOXA1 em células epiteliais imortalizadas de mama foi 

suficiente para promover sua transformação oncogênica, com conseqüente 

formação de colônias em ensaios de “soft-agar” (crescimento independente de 

ancoragem) e formação tumoral agressiva in vivo (Zhang et al., 2006). Resultados 

similares foram observados em células hematopoiéticas primárias quando HOXA1 

foi superexpresso em associação com o co-fator Meis1 (Golub et al., 1999; Bach 

et al., 2010). O gene HOXA1 juntamente com HOXA10 demonstrou diferenças no 

perfil de metilação em amostras de carcinomas ductais in situ comparado com 

hiperplasias ductais atípicas, revelando que o padrão de metilação das ilhas CpG 

localizadas na região promotora do gene HOXA1 muda significativamente em 

lesões pré-invasivas (Park et al., 2011). 

E-caderina, uma molécula envolvida na adesão celular e capaz de 

estimular a sinalização intracelular e potencializar a sobrevivência das células 

neoplásicas (Zhang et al., 2006), estimula a expressão de HOXA1 (Zhang et al., 

2006). Neste contexto, HOXA1 induz a sobrevivência celular e permite que E-

caderina estimule a proliferação independente de ancoragem das células 

tumorais. Os mecanismos pelo quais HOXA1 medeia à transformação oncogênica 

ainda não foram completamente definidos, porém Mohankumar et al. (2007) 

demonstraram que genes envolvidos na via de ativação da proteína p44/42 MAP-

Kinase (GRB2, MAP kinase kinase (MEK1) e SDFR1) ou genes regulados por esta 

via p44/42 MAP quinase (IER3, EPAS1, PCNA e catalase) são controlados por 

HOXA1. 

Em estudos anteriores (Bitu, 2008; Destro, 2008), nós verificamos o perfil 

de expressão dos membros dos loci A e B da família HOX em amostras orais de 

tecido normal e CEC. Pares de amostras orais de mucosa normal e CEC do 

mesmo paciente e amostras de mucosa oral normal de indivíduos sem história de 
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tabagismo ou alcoolismo foram utilizadas para este propósito. Figura 2 ilustra o 

diagrama de expressão (presença ou ausência) dos membros do lócus A nas 

amostras deste estudo. Transcritos dos membros HOXA6 e HOXA9 não foram 

expressos por nenhuma das amostras, enquanto que as amostras de tecido oral 

normal obtidas de pacientes sem exposição aos principais fatores de risco 

associados ao CEC oral expressaram poucos dos transcritos. Apenas os membros 

HOXA1, HOXA2 e HOXA4 foram expressos pelas amostras de mucosa oral 

normal de pacientes sem fatores de risco para o CEC oral. Interessantemente, as 

amostras de tecido normal provenientes dos pacientes com CEC oral 

demonstraram um padrão de expressão mais abundante comparando com as 

amostras dos pacientes sem fatores de risco para o câncer. Comparando as 

amostras orais de mucosa normal e CEC do mesmo paciente, observamos que os 

genes HOXA5, HOXA7 e HOXA10 foram expressos em maior número nas 

amostras de CEC, enquanto que os membros HOXA2, HOXA4 e HOXA11 foram 

expressos em maior número nas amostras de mucosa oral normal. Levando em 

consideração a abundância dos transcritos de mRNA (expressão relativa do gene 

alvo normalizada pelos níveis de expressão do gene controle GAPDH), 

verificamos que os níveis de expressão dos membros HOXA4, HOXA5, HOXA7 e 

HOXA10 foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral comparado 

com as amostras de tecido oral normal de pacientes sem fatores de risco e do 

próprio paciente com CEC. A expressão de HOXA1, HOXA2 e HOXA13 foram 

significantemente maiores nas amostras de CEC oral comparado com amostras 

normais de pacientes livres de fatores de risco para a oncogênese oral, mas não 

foram diferentes das amostras de mucosa normal de pacientes com CEC. 

 

2.9. HOXB7 

Os genes HOX do lócus B têm sido implicados na hematopoiese 

normal, com o gene HOXB7 exercendo um papel chave na diferenciação 

mielomonocítica (Lill et al., 1995). HOXB7 é expresso durante as fases iniciais do 
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desenvolvimento do trato urinário, onde controla a proliferação celular que precede 

os eventos de diferenciação e formação especifica dos tecidos que formam este 

sistema (Kondo et al., 2008). Interessantemente, HOXB7 é expresso em músculo 

esquelético fetal, mas não no adulto (Miano et al., 1996). No entanto, a maioria do 

conhecimento que se tem sobre HOXB7 é derivada de estudos com células 

neoplásicas e tumores. 

HOXB7 foi o único gene do lócus B expresso constitutivamente em 25 

diferentes linhagens celulares e em 5 amostras cirúrgicas de melanoma humano 

(Caré et al., 1996). Em culturas de melanócitos normais e em nevos 

melanocíticos, o gene HOXB7 é expresso somente nas células em proliferação 

(Maeda et al., 2005). Braig et al. (2010) demonstraram que a menor expressão do 

microRNA miR-196a em células de melanoma está relacionada a maior expressão 

de HOXB7, que por sua vez aumenta a expressão de bFGF e BMP4, aumentando 

o potencial migratório das células. Wu et al. (2006) demonstraram que HOXB7 foi 

especificamente mais expresso nos sítios primários e de metástase óssea de 

cânceres de mama quando comparado com os níveis encontrados em tecido 

mamário normal. Estudos in vitro revelaram que linhagens celulares transfectadas 

com o gene HOXB7 adquiriam características de TEM, incluindo mudanças na 

morfologia e no arranjo do citoesqueleto e perda de expressão de moléculas de 

adesão (Wu et al., 2006). HOXB7 desempenha papel importante na progressão 

maligna do câncer de mama através da liberação de bFGF (Waltregny et al., 

2002). A associação entre HOXB7 e bFGF foi confirmada em ensaios de 

transativação direta, no qual HOXB7 foi capaz de se ligar à região promotora de 

bFGF e desencadear sua transcrição gênica (Waltregny et al., 2002). A inibição da 

atividade de HOXB7 com oligonucleotíeos antisense demonstrou uma redução na 

capacidade invasiva das linhagens celulares derivadas do câncer de ovário 

(Yamashita et al., 2006). A superexpressão do gene HOXB7 também parece estar 

envolvida no desenvolvimento do mieloma múltiplo. Storti et al. (2010) 

demonstraram a superexpressão de HOXB7 em 40% de pacientes com mieloma 

múltiplo. A expressão forçada de HOXB7 em linhagens de mieloma alterou 
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significativamente seu perfil transcricional de VEGFA, FGF2, MMP2, WNT5a e 

PDGFA, aumentando a formação de novos vasos sanguíneos (angiogênese). De 

maneira contrária, o bloqueio da tradução de HOXB7 com o uso de RNA de 

interferência diminuiu a expressão de fatores angiogênicos (Storti et al., 2010). 

Recentemente, Rubin et al. (2007) demonstraram que células superexpressando o 

gene HOXB7 apresentam aumento de sobrevida e da taxa de reparo do DNA 

quando comparado com seus respectivos controles. Além disso, verificaram que o 

gene HOXB7 não age somente como um ativador transcricional, mas também 

atua como um oncogene, interagindo com membros da proteína-quinase 

dependente de DNA e desempenhando papel importante no reparo do DNA. 

Assim, acredita-se que o gene HOXB7 se liga a proteínas importantes envolvidas 

no processo de reparo de DNA e manutenção da estabilidade genômica (Rubin et 

al., 2007). 

Quando camundongos MMTV-Hoxb7 foram cruzados com 

camundongos MMTV-ErbB2, a geração expressando ambos os transgenes 

apresentaram uma latência tumoral maior e o número de tumores primários foi 

reduzido. No entanto, o fardo tumoral final foi maior e mais freqüente, e 

metástases maiores se formaram nos camundongos contendo ambos os 

transgenes (Chen et al., 2008). Isso sugere que HOXB7 suprime a tumorigênese 

na presença de ErbB2, possivelmente por aumentar a atividade da enzima ribose 

polimerase poli (adp) (PARP) e por prevenir mutações oncogênicas precoces. No 

entanto, uma vez que a tumorigênese já está iniciada, HOXB7 promove a 

sobrevivência tumoral, o crescimento e as metástases à distância. Isto também 

pode ser devido ao reparo de DNA mediado por PARP, o que estabilizaria as 

mutações oncogênicas e preveniria a apoptose, similarmente ao que acontece via 

BRCA em anemia de Fanconi (Chirnomas et al., 2006). Investigações na interação 

entre PARP1 e HOXB7 indicaram que a poli (ADP) ribosilação de HOXB7 por 

PARP1 dificulta a ligação ao promotor do fator de crescimento de fibroblastos 

(FGF1) por HOXB7 (Shah & Sukumar, 2010). Como discutido acima, a interação 
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de HOXB7 e PARP1 pode manter as mutações oncogênicas adquiridas em câncer 

de mama e causar resistência, particularmente a terapia por radiação. Estudos 

que avaliem as modificações promovidas por HOXB7 podem fornecer um melhor 

entendimento do exato papel de HOXB7 na tumorigênese. 

Nossos resultados prévios, em especial atenção aos membros do cluster B, 

revelaram que a expressão de 4 membros (HOXB1, HOXB3, HOXB5 e HOXB8) 

foi totalmente silenciada em amostras de mucosa oral normal e CEC oral. Apenas 

os genes HOXB2, HOXB7 e HOXB13 foram expressos em mais que 50% das 

amostras deste estudo (Fig. 3). Contudo, quando os níveis de expressão foram 

levados em consideração, nós identificamos que o gene HOXB7 foi 

significantemente mais expresso em CECs orais comparado com amostras de 

pacientes normais. 
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Figura 2. Diagrama da expressão dos membros do cluster HOXA em amostras orais de mucosa normal e CEC. Cada 

símbolo representa uma amostra e suas posições são preservadas em toda a imagem. Círculos representam amostras 

de mucosa oral normal derivada de pacientes não expostos aos principais fatores de risco para o câncer bucal 

(tabagismo e alcoolismo), e triângulos e quadrados representam respectivamente amostras de mucosa oral normal e 

CEC do mesmo paciente. Símbolos sem preenchimento são genes silenciados (sem expressão) e o preenchimento 

indica expressão ativa. Apenas os membros HOXA1, HOXA2 e HOXA4 foram expressos pelas amostras de mucosa oral 

normal de pacientes sem fatores de risco para o CEC oral. 
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Figura 3. Diagrama da expressão dos membros do cluster HOXB em amostras orais de mucosa normal e CEC. Cada 

símbolo representa uma amostra e suas posições são preservadas em toda a imagem. Círculos representam amostras 

de mucosa oral normal derivada de pacientes não expostos aos principais fatores de risco para o câncer bucal 

(tabagismo e alcoolismo), e triângulos e quadrados representam respectivamente amostras de mucosa oral normal e 

CEC do mesmo paciente. Símbolos sem preenchimento são genes silenciados (sem expressão) e o preenchimento 

indica expressão ativa. Maioria dos genes do cluster HOXB foi silenciada, com exceção dos genes HOXB7 e HOXB13. 
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3. Proposição 

1. Estudar o efeito da superexpressão dos genes HOXA1 e HOXB7 sobre a 

proliferação, apoptose, adesão, invasão, TEM e crescimento independente de 

ancoragem na linhagem celular HaCAT de queratinócitos imortalizados mas não 

transformados; 

 

2. Estudar o efeito da inibição dos genes HOXA1 e HOXB7 em linhagem celular 

de CEC oral SCC-9; 

 

3. Analisar a correlação entre a expressão imuno-histoquímica dos produtos dos 

genes HOXA1 e HOXB7 e as características clínico-patológicas de amostras 

teciduais de CEC oral. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1. Aprovação do Comitê de Ética 

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com 

as normas relativas à ética em pesquisa envolvendo seres humanos, 

deliberação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba - UNICAMP (processo 060/2006; anexo). 

 

4.2. Amostras 

 Fragmentos de mucosa oral normal foram coletados de 10 indivíduos 

clinicamente saudáveis sem história de tabagismo e etilismo que foram 

submetidos ao tratamento cirúrgico para remoção de lesões benignas comuns 

no Orocentro.. Os pares de amostras orais de tecido de CEC e de tecido 

morfologicamente de normal de 14 pacientes foram coletados no interior da 

lesão, evitando áreas de necrose, e à margem da lesão, respectivamente. Cada 

fragmento de tecido foi fixado em 10% formalina e processado para análise 

histológica em coloração de hematoxilina e eosina ou imuno-histoquímica. 

 Também utilizamos 132 amostras de CEC oral, distribuídas em 2 arranjos 

de tecido, foram utilizadas neste estudo. Todos os pacientes foram 

diagnosticados e tratados no Departamento de Cabeça e Pescoço e 

Otorrinolaringologia do Hospital AC Camargo, São Paulo. Informações clínicas, 

demográficas, de tratamento, recorrência e sobrevida foram coletadas dos 

prontuários médicos como descrito em (Silva et al., 2010). As características 

histopatológicas, incluindo grau de diferenciação tumoral, infiltração vascular e 

infiltração neural, foram determinadas em cortes histológicos corados com 

hematoxilina e eosina. Todas as recorrências foram confirmadas 

histopatologicamente. Sobrevida livre de doença foi determinada como o período 

entre o tratamento inicial e a confirmação da recorrência, enquanto que 

sobrevida global foi o período entre o diagnóstico do paciente e morte ou a 
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última visita de acompanhamento. Um resumo das principais características 

clínicas e histopatológicas é demonstrado na Tabela 1. 

Tabela 1. Características clínico-patológicas das amostras de CEC oral deste 

estudo. 

Parâmetro n % 
Idade 

Média ± Desvio Padrão 
Variação 

 
56,25 ± 10,53 

31-79 
Gênero 

Homem 
Mulher 

 
107 
25 

 
81,06 
18,94 

Raça 
Caucasiana 
Não-Caucasiana 

 
113 
19 

 
85,60 
14,40 

Hábito de Fumar 
Não 
Sim 

 
12 
120 

 
9,09 

90,91 
Hábito de Beber 

Não 
Sim 

 
28 
104 

 
21,22 
78,78 

Localização 
Língua 
Assoalho Bucal 
Gengiva 
Mucosa Jugal 
Região Retromolar 
Lábio 

 
95 
10 
10 
9 
6 
2 

 
71,97 
7,58 
7,58 
6,82 
4,54 
1,51 

Estádio T 
T1 
T2 
T3 
T4 

 
13 
34 
34 
51 

 
9,84 

25,75 
25,75 
38,66 

Estádio N 
N0 
N1 
N2 
N3 

 
69 
36 
20 
7 

 
52,28 
27,27 
15,15 

5,3 
Tratamento 

Cirurgia 
Radioterapia 
Cirurgia + Radioterapia 
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia 

 
39 
2 
81 
10 

 
29,54 
1,51 

61,37 
7,58 

Diferenciação Histopatológica 
Bem Diferenciado 
Moderadamente Diferenciado 
Indiferenciado 

 
23 
49 
60 

 
17,42 
37,13 
45,45 

Margem Cirúrgica 
Livre 
Comprometida 

 
116 
16 

 
87,88 
12,12 

Infiltração Vascular 
Não 
Sim 

 
83 
49 

 
62,88 
37,12 



39

Infiltração Neural 
Não 
Sim 

 
84 
48 

 
63,64 
36,36 

Recorrência 
Não 
Sim 

 
73 
59 

 
55,3 
44,7 

 
Status 

Vivo sem Doença 
Vivo com Doença 
Morto pela Doença 
Morto por Outra Causa 
Sem Informação 

 
 

50 
2 
59 
8 
13 

 
 

37,88 
1,51 

44,70 
6,06 
9,85 

 

4.3. Imuno-histoquímica 

O protocolo utilizado foi o da técnica estreptoavidina-biotina-

peroxidase. Resumidamente, cortes foram tratados com solução aquosa de 3% 

H2O2 para inativar a peroxidase endógena e em seguida foram submetidas a 

método de recuperação antigênica em solução de 10 mM ácido cítrico pH 6.0 

em panela de pressão elétrica por 15 min. Após lavagem com salina tamponada 

com fosfato (PBS), os cortes foram tratados com 1% albumina sérica bovina 

(BSA, Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA) por 1 h e então incubados com os 

anticorpos primários por 16 h a 4ºC (Tabela 2). Em seguida, os cortes foram 

incubados com o sistema LSAB como recomendado pelo fabricante (LSAB+ 

System-HRP kit, Dako, Glostrup, Denmark). As reações foram reveladas em 

solução contendo 0,6 mg/ml de 3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB; 

Sigma), 0,1% de dimetilsulfóxido (DMSO) e 0,1% de H2O2. Contra-coloração foi 

realizada com hematoxilina de Mayer. Controles positivos (amostra de CEC oral 

não pertencente ao estudo) e negativos (amostra não incubadas com o 

anticorpo primário) foram incluídos. A porcentagem de células com positividade 

nuclear foi calculada com auxílio do software de análise de imagens Kontron 400 

(Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Württemberg, Alemanha). 

 

4.4. Cultura de Células 

Este estudo utilizou as linhagens celulares humanas SCC-9 e HaCAT. 
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A linhagem SCC-9 é derivada CEC de língua e comercializada pela ATCC 

(Manassas, VA, EUA), enquanto que a linhagem HaCAT é formada por 

queratinócitos normais imortalizados, mas não transformados (Boukamp etal., 

1988), e foi gentilmente cedida pelo Dr. André Vettore (Instituto Ludwig de 

Pesquisa sobre o Câncer, São Paulo-SP). A linhagem SCC-9 foi descongelada e 

cultivada como recomendado em uma mistura 1:1 de DMEM/F12 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab Ltda, 

Campinas-SP), 0,4 g/ml de hidrocortisona (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 

solução antibiótica/antimicótica (Invitrogen) a 37°C em atmosfera úmida 

contendo 5% CO2. A linhagem HaCAT foi cultivada em DMEM (Invitrogen) 

contendo 10% FBS, 2 mM L-glutamina (Invitrogen) e antibióticos a 37°C em 

atmosfera úmida contendo 5% CO2. 

 

Tabela 2. Descrição dos anticorpos primários utilizados nas reações de imuno-

histoquímica. 

 

4.5. Plasmídeos, Transfecção e Seleção dos Clones Superexpressando 

HOXA1 e HOXB7 

A superexpressão de HOXA1 e HOXB7 foi obtida com a transfecção 

de plasmídeos de expressão na linhagem celular HaCAT, a qual demonstrou 

uma menor expressão destes transcritos quando comparado com linhagens de 

CEC oral (Bitu, 2008; Destro, 2008). O plasmídeo pCMV Tag2b (Stratagene) 

contendo a sequência completa do mRNA humano do gene HOXA1 foi doação 

Anticorpo Clone Fornecedor Diluição 

HOXA1 Policlonal Zymed Lab, San Francisco, CA, USA 1:100 

HOXB7 Policlonal Dako Corp., Carpenteria, CA, USA 1:200 

Ki-67 MIB-1 Dako Corp. Carpenteria, CA, USA 1:100 
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do Dr. Peter E. Lobie, University of Auckland, Auckland, New Zealand 

(Mohankumar et al., 2007) e o plasmídeo pcDNA3.1(+) (Invitrogen) contendo a 

seqüência humana do cDNA de HOXB7 foi obtido junto a Dra. Sara Sukumar, 

University of Johns Hopkins, Baltimore-MA, USA (Rubin et al., 2007). O vetor 

pCMV Tag2b expressa o produto de interesse fusionado na sua porção N-

terminal ao peptídeo sintético FLAG (DYKDDDDK), permitindo o monitoramento 

da expressão com anticorpos específicos. Vetores vazios foram utilizados como 

controle. 

A transfecção dos vetores foi realizada com o método de lipossomo, 

utilizando o reagente Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). Em essência, células 

cultivadas a uma confluência de 50-60% foram tratadas por 30 h com 3 ml de 

Opti-MEM (Invitrogen) contendo 6 µl de Lipofectamina 2000 (1 µg/µl) e 6 µg do 

plasmídeo de interesse. Após o período de transfecção, as células foram 

lavadas e cultivadas DMEM contendo 10% FBS até confluência, de onde foram 

expandidas 1:10 e cultivadas com meio de cultura contendo o antibiótico de 

seleção (400 µg/ml, Geneticina-G418, Invitrogen). Previamente a realização 

deste experimento, as células HaCAT foram testadas quanto a sensibilidade ao 

antibiótico de seleção, por meio de crescimento em concentrações crescentes 

(0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 e 800 µg/ml). As colônias sobreviventes 

foram isoladas com o auxílio de anéis de clonagem, propagadas, testadas 

quanto da superexpressão do gene de interesse e estocadas em nitrogênio 

líquido. A eficiência da superexpressão foi avaliada por reações de transcriptase 

reversa-reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) e Western blot. 

 

4.6. RT-PCR 

4.6.1. Isolamento de RNA Total 

A técnica de isotiocianato de guanidina foi usada para extração do 

RNA total dos clones celulares (Chomczinski & Sacchi, 1987). Os clones foram 

lavados com PBS gelado e 1,5 ml do reagente TRIzol (Invitrogen) foi adicionado 
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e mantidos por 5 min em temperatura ambiente. Após adição de 0,3 ml de 

clorofórmio para cada tubo, uma agitação vigorosa por 15 s foi realizada. Em 

seguida, os tubos foram centrifugados por 15 min a 9.000 xg a temperatura de 

4°C. A fase aquosa da solução foi transferida para tubos novos e 0,75 ml de 

álcool isopropano foi adicionado para precipitação do RNA. Esta mistura foi 

homogeneizada, incubada em temperatura ambiente por 10 min e centrifugada a 

9.000 xg a 4°C por 10 min. Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 

o precipitado de RNA foi lavado com 1 ml de 75% etanol. Após nova 

centrifugação a 6.000 xg a 4°C por 5 min, o precipitado foi seco, ressuspendido 

em água livre de DNases e de RNases e estocados a temperatura de -80°C até 

o momento de sua utilização. 

 

4.6.2. Análise da Concentração e Integridade do RNA 

A concentração do RNA foi determinada por espectrofotometria com 

comprimento de onda de 260 e 280 nm (Espectrofotômetro Genesys 2, 

Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA). A relação de 1 OD a 260 nm sendo 

equivalente a 50 g/ml de RNA total foi utilizada em nossas determinações. A 

pureza e integridade do RNA isolado foram determinadas por gel de agarose a 

1,2% contendo 1,8 ml de formaldeído na concentração de 37% e 0,2 g de 

brometo de etídio. Dois g de RNA foram misturados com 5x tampão de 

aplicação (solução aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25% 

xilenocianol) e aquecidos durante 5 min a 65°C. Após a separação eletroforética 

a 70 V por 2 h, o gel foi documentado com o sistema Kodak Digital ScienceTM 

equipado com a câmera digital DC40 (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, 

EUA). 

 

4.6.3. Síntese de cDNA 

Previamente à síntese do cDNA, 5 g de RNA total foram incubados 
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com 1 unidade da enzima desoxirribonuclease I (DNase I, Amp Grade, 

Invitrogen) por 15 min em temperatura ambiente para eliminação de 

contaminantes de DNA genômico. Inibição da DNase foi realizada pela adição 

de 1 l de EDTA a 25 mM pH 8 (Invitrogen) e aquecimento a 65°C por 10 min. A 

síntese do cDNA foi realizada em 2 etapas. Na primeira etapa, foi adicionado 1 

l de Oligo-dT (0,5 mg/ml; Invitrogen) e 1 l da mistura de dNTPs a 10mM 

(Invitrogen). Após incubação por 5 min a 65°C e resfriamento da amostras em 

gelo, foi adicionado 4 l de 5x tampão de síntese (200 mM Tris-HCl pH 8,4 e 500 

mM KCl), 2 l DTT a 0,1 M, 1 l (40 unidades) da enzima RNaseOUT 

(Invitrogen) e 1 l (200 unidades) da enzima Superscript II RT (Invitrogen). Esta 

mistura foi incubada por 50 min a 42°C e por 15 min a 70°C. 

 

4.6.4. Reação de PCR “Duplex” 

A reação de PCR “duplex” foi realizada com pares de primers 

específicos para HOXA1 e HOXB7 e o gene controle GAPDH. Para cada 

reação, 2 l do cDNA foram amplificados em um termociclador (Modelo 9600, 

Applied Biositems, Foster City, CA, EUA) em uma reação composta pelos pares 

de primers específicos para HOXA1 ou HOXB7, pares de primers específicos 

para o gene GAPDH (Tabela 3), 2 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPs e 0,05 U/ l 

Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). As reações foram iniciadas por 

desnaturação a 94ºC por 2 min, seguidas por 32 ciclos de 94ºC por 30 

segundos, 57ºC por 30 segundos e 68ºC por 1,5 minutos. Ao final destes ciclos 

a reação foi incubada a 68ºC por 10 minutos, para garantir uma extensão 

completa de todos os produtos amplificados. Os produtos de PCR foram 

misturados com tampão de aplicação (Gel loading solution, Sigma) e separados 

eletroforicamente a uma corrente de 150 V por 1 h em gel de poliacrilamida não 

desnaturante a 8% em tampão TBE (89 mM Tris, 89 mM ácido bórico e 2 mM 

EDTA). Os géis foram corados com solução aquosa contendo 0,2 g de brometo 

de etídeo durante 15 min e documentados no sistema de fotodocumentação 

Kodak Digital scienceTM equipado com a câmera digital DC120. 
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4.7. Western Blot 

As células foram lavadas com PBS gelado e lisadas em tampão RIPA 

(50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1% ácido 

desoxicólico, 0,5% dodecil sulfato de sódio, 1 mM fluoreto de metilfenilsulfonil, 1 

mM N-etilmaleimida, 1mM ditiotreitol, 10 µg/ml inibidor de tripsina de soja, 1 

µg/ml leupeptina e 1 µg/ml aprotinina). Após a centrifugação, concentrações de 

proteína total foram medidas usando um ensaio protéico de acordo com as 

instruções do fabricante (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). 

Quantidades de 50 µg (para reações com o anticorpo anti-FLAG) e 80 µg (para 

reações com o anticorpo anti-HOXB7) de proteína total foram separadas 

eletroforeticamente em um gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio a 

10% (SDS-PAGE) com tampão redutor e foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas por 2 h com 10% de leite 

desnatado em PBS contendo 0,1% de Tween-20 e incubadas com um dos 

anticorpos primários por 2 h. Os anticorpos primários foram: anti-FLAG 

(Stratagene, Santa Clara, CA, EUA), anti-HOXB7 (Zymed, San Francisco, CA, 

EUA) e anti- -actina (Sigma). Após 3 lavagens consecutivas com solução de 

PBS com 0,01% de Tween-20, as membranas foram incubadas com anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase por 1 h. As soluções contendo os anticorpos 

foram preparadas com solução de 5% leite desnatado em PBS. Após uma nova 

série de lavagens, as membranas foram reveladas usando o kit de 

quimioluminescência para Western blot Enhanced Chemiluminescent Western 

blot kit (GE Healthcare, Vienna, Austria). 

 

Tabela 3. Pares de primers utilizados nos ensaios de PCR “duplex”. 
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4.8. Análise da Proliferação Celular 

A análise da proliferação celular foi realizada pelo método de 

incorporação de bromodeoxiuridina (BrDU) ao DNA e pela expressão imuno-

citoquímica de Ki-67. 

 

4.8.1. Incorporação de BrDU 

Células foram plaqueadas na concentração de 3x104 células por poço 

em lâminas de cultura de 8 poços (Lab-Tek™ System, Thermo Scientific, 

Waltham, MA, EUA) e cultivadas a 37ºC em atmosfera úmida contendo 5% de 

CO2. Após 24 h de cultivo na ausência de FBS para promoção do sincronismo 

celular, a proliferação celular foi induzida pelo cultivo com meio contendo 10% 

de FBS. Transcorrido 24 h de indução da proliferação celular, as células foram 

lavadas e meio de cultura fresco acrescido de BrdU na diluição de 1:1000 foi 

adicionado. Após 1 h de incorporação, as células foram lavadas e fixadas em 

70% de etanol por 15 min. A incorporação de BrdU nas células em proliferação 

foi revelada através da análise imuno-histoquímica utilizando protocolos 

descritos pelo fabricante (Kit de proliferação celular, GE). O índice de 

incorporação expresso como a porcentagem de células positivas para BrdU foi 

determinado pela contagem de 1.500 células de cada clone celular utilizando o 

sistema de imagem KONTROM 400 (Zeiss). 

Gene Primer sense (5’-3’) Primer Antisense (5’-3’) 

HOXA1 GAGACCCAAGTGAAGATCTGGTT CCTTCTCGTCGTTTCCTGGCG 

HOXB7 GAAAGACAGATCAAGATTTGGTT CTGGGCTTCTCTTCGTCTCCCTTTCTCATG 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 
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4.8.2. Expressão imuno-citoquímica de Ki-67 

Células foram cultivadas como descrito acima, seguida por fixação em 

70% etanol. Após a inibição da peroxidase endógena, as células foram lavadas 

com PBS e incubadas com anticorpo anti-Ki-67 (Dako) na concentração de 

1:200 por 1 h. Em seqüência, as células foram incubadas com anticorpo 

secundário conjugado a biotina (Strept ABC Complex/HRP Duet kit, Dako Corp.) 

por 30 min a 37ºC, diluído a 1:500 e complexo estreptavidina-biotina-peroxidase 

(Dako Corp.) por mais 30 min. As reações foram reveladas com solução 0,6 

mg/ml de DAB (Sigma) acrescida de 0,1% de H2O2 e 0,11% de DMSO e contra-

coradas com hematoxilina de Carazzi. A percentagem de positividade para Ki-67 

foi calculado contando-se 1.500 células em 3 reações independentes, usando o 

sistema KONTRON 400. 

 

4.9. Análise da Apoptose 

A marcação com anexina V-FITC com posterior análise por citometria 

de fluxo foi utilizada para determinar o índice de apoptose dos clones celulares. 

As células em cultura foram coletadas, lavadas com PBS e ressuspendidas em 

tampão de ligação (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM 

MgCl2, and 1,8 mM CaCl2) contendo anexina V-FITC na concentração de 1:500. 

Após marcação por 20 min no escuro, as células foram lavadas e incubadas 

com iodeto de propídeo (PI, Sigma) O número de células em apoptose foi 

determinado pelo número de células positivas para anexina V e negativas para 

PI dividido pelo número total de células no citômetro de fluxo FACScalibur 

equipado com um laser de argônio (Beckton-Dickinson, San José, CA, USA). 

Um mínimo de 10.000 eventos foi analisando para cada amostra. 

 

4.10. Ensaio de Adesão Celular 
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A influência de HOXA1 e HOXB7 na adesão celular foi verificada em 

superfícies tratadas com proteínas da matriz extracelular (colágeno tipo I ou 

fibronectina) ou não (plástico). No dia anterior ao experimento, poços em 

quadriplicata de uma placa de 96 poços foram sensibilizados com 100 µl de PBS 

contendo 2 µg de cada uma das proteínas da matriz extracelular (BD 

Biosciences, Bredford, MA, USA) por 16 h a 4ºC. No dia do experimento, os 

poços foram lavados 3 vezes com 200 µl de PBS e preenchidos com mesmo 

volume de 3% BSA em PBS. Este bloqueio ocorreu por 2 h à temperatura de 

37ºC. Durante este período, as células foram liberadas das placas de cultura 

pela ação de tripsina, ressupendidas em meio de cultura contendo 10% FBS e 

3% BSA e diluídas a uma final concentração de 3x103 células por 100 µl de meio 

de cultura. Após a lavagem dos poços, 100 µl foram adicionados e incubados 

por 1 h 37°C em atmosfera úmida contendo 5% CO2. Após 3 lavagens com PBS 

para remoção das células não aderidas, as células foram fixadas com solução 

de 10% formalina por 15 min. O número de células aderido foi determinado pela 

coloração com azul de toluidina (Humphries, 2001). Resumidamente, células 

foram lavadas e coradas com 1% azul de toluidina em solução aquosa de 1% 

bórax por 5 min. Após exaustiva lavagem para remoção do excesso de corante, 

100 µl da solução aquosa de 1% SDS foi adicionado e incubado por 5 minutos. 

O conteúdo de cada poço foi transferido para uma placa de ELISA e 

absorbância a 650 nm foi medida. 

 

4.11. Análise da Transição Epitélio-Mesênquima (TEM) 

Para verificar se a superexpressão dos genes HOXA1 e HOXB7 

induzem TEM, a expressão das proteínas E-caderina e -catenina foram 

avaliadas por Western blot. As reações foram realizadas como descrito acima 

com anticorpos primários específicos contras as proteínas de interesse (Tabela 

4). 
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Tabela 4. Anticorpos primários usados nos experimentos de western blot para 

avaliar a transição epitélio-mesênquima. 

Anticorpo Clone Fornecedor Diluição 

E-caderina 36/E-cadherin BD Biosciences 1:2.500 

-catenina 14/ -catenin BD Biosciences 1:750 

 

4.12. Ensaio de Invasão Celular 

Os ensaios de invasão foram realizados no sistema 

Transwell/Matrigel (Coletta et al., 2008). Em essência, os insertos de 6,5 mm de 

diâmetro com membrana de policarbonato contendo poros de 8,0 µm 

(Transwell®, Corning, Corning, NY, EUA) receberam uma fina camada de 

Matrigel diluído 1:1 em meio de cultura (50 µl, BD Biosciences, Franklin Lakes, 

NJ, EUA) e foram incubados a 37ºC por 2 h. Durante este período, células 

cultivadas na ausência de FBS por 24 h foram tripsinizadas e levadas a uma 

concentração de 8x104 células/200 µl de meio de cultura sem FBS. A câmara 

inferior do sistema recebeu 500 µl de meio de cultura acrescido de 10% FBS 

(fator quimiotático), enquanto que a câmara superior recebeu 200 µl da solução 

de células. Após o período de 72 h, o número de células que invadiram o 

Matrigel e se localizaram na porção inferior da membrana de policarbonato foi 

determinada por coloração com azul de toluidina. As células SCC-9 foram 

utilizadas como controle positivo do ensaio, visto que apresentam uma alta 

capacidade invasiva. 

 

4.13. Crescimento Independente de Ancoragem (Soft-Agar) 

Previamente ao plaqueamento dos clones celulares, 3 ml de meio de 

cultura contendo 0,4% de ágar foram adicionados aos poços de uma placa de 6 

poços. Sobre está camada foram plaqueados 3x105 células de cada clone 



49

celular diluídos em 3 ml de meio de cultura acrescido de 10% FBS e 0,4% ágar. 

As células HaCAT e SCC-9 foram utilizadas como controles negativo e positivo, 

respectivamente. O meio de cultura contendo 10% FBS foi trocado a cada 2 ou 3 

dias e a formação de colônias foi documentada depois de 4 semanas. 

 

4.14. RNA de Interferência 

Para confirmar o efeito da superexpressão de HOXA1 e HOXB7 na 

proliferação celular, nós utilizamos a técnica de RNAi para inibir a expressão de 

HOXA1 e HOXB7 na linhagem SCC-9, a qual demonstra níveis elevados de 

expressão deste dois genes. Para garantir a inibição, nós optamos pela 

transfecção transiente de 3 moléculas pequenas de RNAi (short interference 

RNA, siRNA) para cada transcrito. As moléculas de siRNA foram quimicamente 

sintetizadas, aneladas e purificadas industrialmente (Invitrogen). 

Resumidamente, células foram plaqueadas a uma confluência de 50% e 

transfectados com 100 nM da mistura contendo partes iguais das 3 seqüências 

de siRNA, utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acordo com as 

especificações do fabricante. Em paralelo, células foram transfectadas apenas 

com o reagente Lipofectamina 2000 (mock) e com uma seqüência não-

específica de siRNA, o qual continha a mesma proporção de nucleotídeos 

citosina e guanina para ser usado como controle negativo da reação. Depois de 

30 h de transfecção, as células foram lavadas em PBS, incubadas com meio de 

cultura e utilizadas para determinar a eficiência da neutralização por ensaios de 

RT-PCR e western blot ou para avaliar ensaios de proliferação celular 

(incorporação de BrdU ao DNA e expressão imuno-citoquímica de Ki-67). 

 

4.15. Análise Estatística 

 Todos os experimentos in vitro foram realizados, pelo menos, 2 

vezes. Resultados utilizados na análise estatística são apresentados como 
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media ± desvio padrão de 3 experimentos independentes. Para a comparação 

da expressão imuno-histoquímica de HOXA1 e HOXB7 entre os tecidos orais de 

mucosa normal e CEC, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado. Similarmente, o 

teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os níveis de proliferação entre 

os clones super-expressando HOXA1 e HOXB7 e para verificar o efeito do 

siRNA na proliferação das células SCC-9. A correlação entre a expressão 

imuno-histoquímica de HOXA1 e HOXB7 foi determinada pelo método de 

correlação de Spearman. Para determinar a correlação entre a positividade para 

HOXA1 e HOXB7 e os parâmetros clínico-patológicos dos tumores, nós 

utilizamos o teste qui-quadrado. Para fins estatísticos, as amostras foram 

divididas em dois grupos baseado no valor da mediana da expressão de HOXA1 

ou HOXB7. Sobrevida global e sobrevida livre de doença foram estimadas 

através do método de Kaplan-Meier e o teste Log-rank foi empregado para 

comparar as curvas de sobrevida. O risco de ocorrência (hazard ratio, HR) foi 

avaliado por análise multivariada de Cox com as variáveis com p 0,10 na 

análise univariada. O nível de significância empregado foi de 5% (p 0,05). As 

análises estatísticas foram realizadas com o auxílio dos programas NCSS e 

GraphPad Prism 5. 
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5. Resultados 

5.1. Expressão de HOXA1 e HOXB7 em Amostras Orais de Tecido Normal e 

CEC 

Como descrito anteriormente, nós verificamos que quando comparado 

com amostras de mucosa oral normal, os CECs orais apresentam níveis 

significantemente maiores de expressão dos genes HOXA1 e HOXB7 (Bitu, 

2008; Destro, 2008). A fim de confirmar se a abundância dos produtos protéicos 

destes genes é consistente aos achados dos experimentos de RT-PCR, ou seja, 

maior em amostras de CEC do que em amostras de tecido normal, realizamos 

ensaios de imuno-histoquímica nas mesmas amostras. As positividades para 

HOXA1 e HOXB7 foram estritamente nucleares e em amostras de tecido normal 

foram restritas as camadas basais e supra-basais do epitélio (Fig. 4 e 6). Nas 

amostras de CEC, as expressões de HOXA1 e HOXB7 foram difusas e 

abundantes. Como esperado, os números de células positivas para HOXA1 

(p<0,01) e HOXB7 (p<0,001) foram significantemente maiores em amostras de 

CEC oral comparado com amostras de mucosa normal (Fig. 5 e 7). 
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Figura 4. Análise imuno-histoquímica para HOXA1 em amostras orais de tecido 

normal e CECs. Fotos representativas de uma das amostras de tecido normal (A 

e C) e uma das amostras de CEC (B e D) são apresentadas. A detecção de 

HOXA1 nas amostras de tecido normal foi esporádica e restrita às camadas 

basal e supra-basal do epitélio. Por outro lado, a positividade nas amostras de 

CEC foi intensa e dispersa por todo o epitélio neoplásico. Figuras A e B 

representam amostras coradas com hematoxilina e eosina. (aumento 200x) 

A B 

C D 
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Figura 5. Superexpressão de HOXA1 em amostras de CEC oral. Comparado 

com amostras de mucosa normal, a porcentagem de células positivas para 

HOXA1 foi significantemente maior em amostras de CEC (p<0,01). 
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Figura 6. Análise imuno-histoquímica para HOXB7 em amostras orais de tecido 

normal e CECs. Fotos representativas de uma das amostras de tecido normal (A 

e C) e uma das amostras de CEC (B e D) são apresentadas. Em amostras de 

mucosa normal, a expressão de HOXB7 foi limitada ao núcleo de células 

epiteliais localizadas nas camadas basais e supra-basais, enquanto que as 

células positivas para HOXB7 foram encontradas em todas as ilhas e cordões de 

células tumorais. Figuras A e B representam amostras coradas com 

hematoxilina e eosina. (aumento 200x) 

A B 

C D 
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Figura 7. Frequência de células positivas para HOXB7 é maior em amostras de 

CEC oral comparado com mucosa normal. A porcentagem de células positivas 

para HOXB7 foi significantemente maior nas amostras de CEC oral comparado 

com amostras de mucosa oral normal (p<0,001). 
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5.2. Efeitos da Superexpressão do Gene HOXA1 na Linhagem Celular de 

Queratinócitos HaCAT 

 

Para determinar os efeitos da superexpressão de HOXA1 na 

oncogênese oral, nós optamos por superexpressar este gene na linhagem 

celular HaCAT, que apresenta baixos níveis endógenos de expressão de 

HOXA1. Clones com expressão estável de HOXA1 foram obtidos por 

transfecção do plasmídeo pCMV Tag2b-HOXA1 e aquisição de resistência ao 

antibiótico de seleção Gentamicina. Como controle, as células HaCAT foram 

transfectadas com o plasmídeo vazio (pCMV Tag2b). Figura 8 ilustra, por 

ensaios de RT-PCR e Western blot, o sucesso da superexpressão de HOXA1. 

Três clones controle (HaCAT-Controle) e 3 clones superexpressando HOXA1 

(HaCAT-HOXA1) foram utilizados neste estudo. 

O primeiro fenótipo estudado foi o índice de proliferação celular que 

foi determinado por avaliar o índice de incorporação de BrDU e o índice imuno-

citoquímico da expressão de Ki-67. Os clones HaCAT-HOXA1 demonstraram 

um potencial de proliferação celular significantemente maior que os clones 

HaCAT-Controle (Fig. 9A, p<0,01). A superexpressão de HOXA1 gerou um 

incremento de aproximadamente 20% no índice de incorporação de BrDU das 

células HaCAT. Consistentemente, os clones HaCAT-HOXA1 também 

apresentaram um número significantemente maior de células positivas para Ki-

67 em relação aos clones controle (Fig. 9B, p<0,05). 

A influência da superexpressão de HOXA1 nas taxas de morte celular 

por apoptose das células HaCAT foi investigada por marcação com Anexina V-

FITC com posterior detecção por citometria de fluxo. Como ilustrado pela Figura 

10, o número de células em apoptose foi relativamente baixo e nenhuma 

influência de HOXA1 foi observada. 

Para investigarmos a relação da perda de identidade epitelial dos 

clones superexpressando HOXA1, nós avaliamos a capacidade de adesão 

celular e a existência de TEM, características que são freqüentemente realçadas 

durante os eventos de gênese dos carcinomas. As influências de HOXA1 na 
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adesão celular foram testadas em superfícies tratadas com colágeno tipo I e 

fibronectina. Como controle, superfícies não tratadas (adesão ao plástico) foram 

utilizadas. A adesão celular foi facilitada na presença de colágeno tipo I e 

fibronectina, mas nenhuma diferença na porcentagem de células aderidas entre 

os clones HaCAT-Controle e HaCAT-HOXA1 foi observada (Fig. 11). Células 

epiteliais em TEM perdem a expressão de marcadores clássicos da estrutura 

dos desmossomos como E-caderina e adquirem a expressão de marcadores de 

células mesenquimais, principalmente -catenina (Kim et al., 2001). Então, para 

verificar se a superexpressão de HOXA1 induz TEM, reações de western blot 

com anticorpos específicos anti-E-caderina e anti- -catenina foram realizadas. 

Não foram observadas diferenças na produção destas moléculas entre os clones 

HaCAT-Controle e HaCAT-HOXA1 (Fig. 12). O potencial invasivo dos clones 

HaCAT-Controle e HaCAT-HOXA1 foi determinado por experimentos de 

câmaras Transwell/Matrigel. A superexpressão de HOXA1 não foi capaz de 

modular a capacidade invasiva das células HaCAT (Fig. 13). 

Para avaliar a capacidade das células HaCAT-Controle e HaCAT-

HOXA1 sobreviverem e reproduzirem em ambiente independente de 

ancoragem, cultivamos estes clones em meio contendo 0,4% de ágar (ensaio de 

soft-agar). Como controle positivo, nós usamos a linhagem de CEC oral SCC-9, 

que apresenta excelente crescimento. A superexpressão de HOXA1 não foi 

capaz de conferir crescimento independente de ancoragem as células HaCAT 

(Fig. 14). Os painéis superiores da Figura 14 revelam o crescimento abundante 

de colônias de células SCC-9, validando o resultado dos experimentos. 
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Figura 8. Avaliação da expressão de HOXA1 pelos clones de HaCAT. Após 

transfecção, seleção e clonagem, os clones foram caracterizados por ensaios de 

RT-PCR (A) e Western blot (B). Para os ensaios de western blot, o anticorpo 

anti-FLAG foi utilizado. 

 

 

 

B 

A 
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Figura 9. Superexpressão de HOXA1 induz proliferação celular. (A) Índice de 

incorporação de BrDU e (B) expressão imuno-citoquímica de Ki-67. Os ensaios 

de proliferação celular revelaram que a superexpressão de HOXA1 resultou em 

um aumento significativo da proliferação das células HaCAT. Clones HaCAT-

HOXA1 demonstraram um índice de incorporação de BrDU (p<0,01 entre os 

grupos) e de expressão imuno-citoquímica de Ki-67 (p<0,05 entre os grupos) 

significantemente maiores que os clones HaCAT-Controle. 
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Figura 10. Determinação dos índices de apoptose nos clones HaCAT-Controle e 

HaCAT-HOXA1. Células foram cultivadas em condições ideais e o número de 

células em apoptose foi determinado com marcação com Anexina V-FITC. 

Histogramas em A, B e C representam os clones HaCAT-Controle e os D, E e F 

representam os clones HaCAT-HOXA1. Note que uma pequena proporção de 

células foi positiva para Anexina V, revelando um baixo índice de apoptose para 

todos os clones. 
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Figura 11. Ensaio de adesão celular com os clones celulares HaCAT-Controle e 

HaCAT-HOXA1. Os resultados são apresentados na forma de media ± desvio 

padrão de um experimento representativo realizado em quadriplicata. Nenhuma 

influência da superexpressão de HOXA1 na adesão das células HaCAT foi 

observada. Na presença de proteínas da matriz extracelular (colágeno tipo I e 

fibronectina), a adesão celular foi maior comparado com a adesão em 

superfícies sem tratamento. 
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Figura 12. Produção de E-caderina e -catenina nos clones HaCAT-Controle e 

HaCAT-HOXA1. Células foram cultivadas e submetidas a ensaio de western blot 

com anticorpos anti-E-caderina e anti- -catenina como descrito em Materiais e 

Métodos. A detecção de -actina foi utilizada como controle. Não houve 

diferença de expressão de E-caderina e -catenina entre os clones HaCAT-

Controle e HaCAT-HOXA1. 
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Figura 13. Ensaio de invasão celular com o sistema Transwell/Matrigel. O 

potencial invasivo dos clones HaCAT-Controle e HaCAT-HOXA1 foi verificado 

sobre a influência quimiotática de 10% de FBS em um período de 72 h. A 

linhagem de câncer oral SCC-9 foi utilizada como controle positivo. A quantidade 

de células dos clones HaCAT-Controle e HaCAT-HOXA1 que foram capazes de 

invadir a camada de Matrigel foi muito baixa em relação à quantidade de células 

da linhagem SCC-9 e não houve diferença entre os grupos HaCAT-Controle e 

HaCAT-HOXA1. 
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Figura 14. Avaliação da influência da superexpressão de HOXA1 no 

crescimento celular independente de ancoragem (crescimento em soft-agar) das 

células HaCAT. A, B e C correspondem as células SCC-9 (controle positivo), D, 

E e F aos clones HaCAT-Controle 1, 2 e 3 e G, H e I representam os clones 

HaCAT-HOXA1 1, 2 e 3. Super-expressão de HOXA1 não favoreceu o 

crescimento independente de ancoragem das células de queratinócitos normais 

HaCAT. 

A B C 

D E F 

G I H 
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5.3. Efeito da Inibição da Expressão de HOXA1 sobre a Proliferação das 

Células SCC-9 

Para confirmar que o efeito endógeno de HOXA1 é controlar a 

proliferação celular, nós inibimos a expressão de HOXA1 nas células SCC-9 

pelo método de RNA de interferência. A linhagem SSC-9 foi escolhida para este 

propósito por apresentar uma expressão elevada de HOXA1. Os níveis de 

HOXA1 mRNA após o tratamento com oligonucleotídeos específicos (siRNA 

HOXA1) foi significantemente menor comparando com os níveis de expressão 

das células tratadas com os oligonucleotídeos não-específicos (siRNA controle) 

ou apenas com a solução de transfecção Lipofectamina 2000 (Mock) (Fig. 15). 

Células tratadas com os oligonucleotídeos específicos tiveram a expressão 

reduzida para 30% da observada em células tratadas oligonucleotídeos controle 

(p<0,01). A redução nos níveis de transcrito de HOXA1 foi significantemente 

associada a uma redução na capacidade proliferativa das células SCC-9, como 

revelado pelos ensaios de incorporação de BrDU e expressão imuno-citoquímica 

de Ki-67 (Fig. 16). Em comparação com as células cultivadas na presença de 

oligonucleotídeos controle, o índice de incorporação de BrDU das células com 

níveis reduzidos de HOXA1 (células tratadas com siRNA HOXA1) foi 

significantemente reduzido em aproximadamente 40%. 
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Figura 15. Eficácia da neutralização de HOXA1 pelo método de siRNA. Células 

SCC-9 foram tratadas por 30 h com Lipofectamina 2000 (Mock), 

oligonucleotídeos não-específicos (siRNA controle) ou com oligonucleotídeos 

que reconhecem sequências específicas de HOXA1 mRNA (siRNA HOXA1). 

Seguido por um período de cultivo de 24 h, as células foram coletadas e 

submetidas a ensaio de RT-PCR. (A) Reação de duplex RT-PCR para HOXA1 e 

o gene normalizador GAPDH. (B) Análise densitométrica de 3 experimentos 

independentes demonstrando uma inibição significante na expressão de HOXA1 

nas células tratadas com siRNA HOXA1 (p<0,01). 

 

A 

B 
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Figura 16. Inibição de HOXA1 é associada com uma redução no potencial 

proliferativo das células SCC-9. Células foram transfectadas apenas com o 

reagente Lipofectamina 2000 (Mock), com a sequência não-específica de 

oligonucleotídeos (siRNA controle) ou com as sequências específicas contra 

HOXA1 (siRNA HOXA1), seguido por ensaios de incorporação de BrDU (A) e 

índice de expressão imuno-citoquímica de Ki-67 (B). O potencial proliferativo das 

células SCC-9 tratadas com siRNA HOXA1 foi significantemente inibido em 

comparação com as células tratadas com siRNA controle (p<0,05 para índice de 

expressão imuno-citoquímica de Ki-67 e p<0,01 para ensaio de incorporação de 

BrDU). 

 

A 

B 
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5.4. Correlação entre a Expressão de HOXA1 e as Características Clínico-

Patológicas dos CECs Orais 

Após confirmar que a expressão de HOXA1 é significantemente maior 

em CECs orais comparado com amostras de tecido normal e que a expressão 

de HOXA1 regula proliferação celular, nós decidimos investigar se a expressão 

do produto deste gene apresenta correlação com as características clínico-

patológicas dos tumores. Para isso, realizamos reações de imuno-histoquímica 

em 127 amostras de CECs orais. Células positivas para HOXA1 foram 

facilmente identificadas por uma marcação nuclear (Fig. 17). As correlações da 

expressão de HOXA1 com os parâmetros clínico-patológicos são demonstradas 

na Tabela 5. A presença de um número elevado de células positivas para 

HOXA1 foi significantemente correlacionada com estádio clínico T (p=0,039), 

estádio clínico N (p=0,046) e padrão diferenciação celular dos tumores 

(p=0,026). A maior expressão de HOXA1 também foi correlacionada com menor 

recorrência (p=0,012). A positividade de HOXA1 não foi correlacionada à idade, 

gênero, etnia, localização, consumo habitual de álcool ou tabaco, 

comprometimento de margens cirúrgicas, infiltração vascular e infiltração neural. 

A taxa de proliferação dos tumores foi avaliada pela reação imuno-

histoquímica para Ki-67. Núcleos com coloração amarronzada, independente da 

intensidade, foram interpretados como positivo para Ki-67. A mediana da 

expressão imuno-histoquímica de Ki-67 foi empregada para dividir os tumores 

em 2 grupos, um a cima e outro abaixo da mediana (exibindo alta e baixa 

atividade proliferativa), que foram associados com a positividade para HOXA1. A 

positividade para HOXA1 foi significantemente maior em tumores exibindo uma 

elevada proporção de células positivas para Ki-67 (Tabela 5). 

A positividade para HOXA1 significantemente correlacionou com o 

período de sobrevida global (tempo transcorrido entre o diagnóstico da doença e 

a morte do paciente), onde pacientes que demonstraram um tumor com um 

número elevado de células positivas apresentaram um período de sobrevida 

global significantemente menor que os pacientes com baixa positividade (Fig. 

18). Não houve associação entre a sobrevida livre de doença e a positividade 
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para HOXA1 (Fig. 19). Para determinar se HOXA1 apresenta um valor preditivo 

independente de outros fatores para a sobrevida global dos pacientes com 

câncer bucal, nós realizamos análise multivariada. Os modelos foram 

controlados para estádio T, estádio N, graduação histológica, recorrência e 

positividade para Ki-67. Esta análise demonstrou que a expressão de HOXA1 é 

um indicador independente da sobrevida global em 5 anos de pacientes com 

CEC oral (Tabela 6). As taxas de sobrevida global em 5 anos foram 76,88% e 

55,55% para pacientes com baixa e alta expressão de HOXA1, respectivamente. 

Como antecipado, nenhuma correlação com o período de sobrevida livre de 

doença foi observada em relação à expressão de HOXA1, mas uma significante 

correlação foi observada com estádio N (Tabela 7). 
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Figura 17. Análise imuno-histoquímica para HOXA1 nos arranjos de tecido. Imagens representativas de 3 tumores são 

apresentadas. Observe a positividade nuclear especifica para HOXA1. (aumento de 10x para A, B e C e aumento de 

200x para D, E e F) 

A B C 

D E F 
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Tabela 5. Correlação clínico-patológica da expressão de HOXA1 em amostras 

de CEC (n=127). 

 
Parâmetro 

% de células positivas  
< 37 
n (%) 

 37 
n (%) 

Valor de p 

Idade 
< 56 anos 
 56 anos 

 
37 (48,68) 
39 (51,32) 

 
26 (50,98) 
25 (49,02) 

 
0,79 

Gênero 
Homem 
Mulher 

 
60 (78,94) 
16 (21,06) 

 
43 (84,31) 
8 (15,69) 

 
0,44 

Raça 
Caucasiana 
Não-Caucasiana 

 
64 (84,21) 
12 (15,79) 

 
44 (86,27) 
7 (13,73) 

 
0,75 

Hábito de Fumar 
Não 
Sim 

 
8 (10,52) 
68 (89,48) 

 
4 (7,84) 

47 (92,16) 

 
0,61 

Hábito de Beber 
Não 
Sim 

 
14 (18,42) 
62 (81,58) 

 
13 (25,49) 
38 (74,51) 

 
0,34 

Localização 
Língua 
Outra Localização 

 
53 (69,73) 
23 (30,27) 

 
38 (74,5) 
13 (25,5) 

 
0,55 

Estádio T 
T1 + T2 
T3 + T4 

 
33 (43,42) 
43 (56.58) 

 
13 (25,49) 
38 (74,51) 

 
0,039* 

Estádio N 
N0 
N+ 

 
45 (59,21) 
31 (40,79) 

 
21 (41,17) 
30 (58,83) 

 
0,046* 

Diferenciação Histopatológica 
BD + MD 
Indiferenciado 

 
48 (63,15) 
28 (36,85) 

 
22 (43,13) 
29 (56,87) 

 
0,026* 

Margem Cirúrgica 
Livre 
Comprometida 

 
66 (86,84) 
10 (13,16) 

 
45 (88,23) 
6 (11,77) 

 
0,81 

Infiltração Vascular 
Não 
Sim 

 
48 (63,16) 
28 (36,84) 

 
33 (64,7) 
18 (35,3) 

 
0,85 

Infiltração Neural 
Não 
Sim 

 
44 (57,89) 
32 (42,11) 

 
36 (70,58) 
15 (29,42) 

 
0,14 

Recorrência 
Não 
Sim 

 
35 (46,05) 
41 (53,95) 

 
35 (68,62) 
16 (31,38) 

 
0,012* 

Células positivas para Ki-67 
< 23% 
 23% 

 
56 (73,68) 
20 (26,32) 

 
14 (27,45) 
37 (72,55) 

 
0,0001* 

BD: Bem Diferenciado; MD: Moderadamente Diferenciado. 
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Figura 18. Curva de sobrevida global dos pacientes com CEC oral deste estudo 

divididos em relação à expressão de HOXA1. O período de sobrevida após 5 

anos dos pacientes com tumores apresentado fraca expressão de HOXA1 foi 

maior que a de pacientes com elevada expressão. (p=0,073) 
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Figura 19. Curva de sobrevida livre de doença. Nenhuma correlação entre a 

expressão de HOXA1 e o período de sobrevida livre de doença foi observada. 

(p= 0,27) 

 

 

 

 

 



74

 

Tabela 6. Análise multivariada da probabilidade de sobrevida global em 5 anos 

em pacientes com CEC oral (n=127). 

Parâmetro Probabilidade de sobrevida 

global em 5 anos (%) 

Valor de p HR (95% IC) 

HOXA1 

< 37% 

 37% 

 

76,88 

55,55 

 

0,026* 

 

Referência 

0,48 (0,25-0,91) 

Estádio T 

T1/T2 

T3/T4 

 

78,26 

63,91 

 

0,46 

 

Referência 

0,82 (0,48-1,39) 

Estádio N 

N0 

N+ 

 

77,71 

64,77 

 

0,017* 

 

Referência 

0,62 (0,36-1,07) 

Graduação histológica 

BD + PD 

Indiferenciado 

 

70,67 

68,49 

 

0,86 

 

Referência 

0,81 (0,71-2,06) 

Recorrência 

Não 

Sim 

 

84,69 

56,22 

 

0,003* 

 

Referência 

0,31 (0,18-0,52) 

Positividade para Ki-67 

< 24% 

 24% 

 

67,83 

66,83 

 

0,70 

 

Referência 

0,97 (0,57-1,65) 

BD: Bem Diferenciado; MD: Moderadamente Diferenciado. 
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Tabela 7. Probabilidade de sobrevida livre de doença de 5 anos em pacientes 

com CEC oral por meio de análise multivariada (n=127). 

Parâmetro Probabilidade de sobrevida 

livre de doença em 5 anos (%) 

Valor de 

p 

HR (95% IC) 

HOXA1 

< 37% 

 37% 

 

67,92 

54,54 

 

0,43 

 

Referência 

0,79 (0,43-1,42) 

Estádio T 

T1/T2 

T3/T4 

 

68,67 

59,40 

 

0,56 

 

Referência 

0,85 (0,50-1,46) 

Estádio N 

N0 

N+ 

 

72,54 

53,99 

 

0,03* 

 

Referência 

0,54 (0,31-0,94) 

Graduação histológica 

BD + MD 

Indiferenciado 

 

67,93 

58,56 

 

0,32 

 

Referência 

0,80 (0,66-1,20) 

Recorrência 

Não 

Sim 

 

81,58 

43,07 

 

0,0001* 

 

Referência 

0,23 (0,13-0,39) 

Positividade para Ki-67 

< 24% 

 24% 

 

66,85 

59,73 

 

0,67 

 

Referência 

0,77 (0,78-2,23) 

BD: Bem Diferenciado; MD: Moderadamente Diferenciado. 

 

 



76

5.5. Efeitos da Superexpressão do Gene HOXB7 na Linhagem Celular de 

Queratinócitos HaCAT 

 

  Uma vez que os resultados apontam para uma superexpressão de 

HOXB7 em CECs orais, a mesma estratégia utilizada para avaliar o papel de 

HOXA1 na tumorigênese oral foi utilizada para HOXB7. A superexpressão de 

HOXB7 na linhagem celular HaCAT foi obtida por meio da transfecção do 

plasmídeo pcDNA 3.1(+) contendo a sequência do cDNA de HOXB7. O sucesso 

na construção dos clones superexpressando HOXB7 (HaCAT-HOXB7) e dos 

clones controle (HaCAT-Controle), gerados pela transfecção do plasmídeo 

vazio, foi verificado por ensaios de western blot (Fig. 20). Os mesmos fenótipos 

relacionados à gênese tumoral analisados para HOXA1 foram verificados nos 

clones celulares superexpressando HOXB7. 

  Os clones HaCAT-HOXB7 apresentaram um número de células 

positivas para BrDU significantemente maior do que os clones controle (Fig. 

21A, p<0,0001). E de maneira consistente, os clones superexpressando HOXA1 

também apresentaram um número significantemente maior de células marcadas 

positivamente para Ki-67 (Fig. 21B, p<0,001). A modulação da expressão de 

HOXB7 não foi capaz de alterar a taxa de apoptose (Fig. 22), a capacidade de 

adesão (Fig. 23), o potencial de invasão (Fig. 24), e nem de induzir TEM (Fig. 

25) e crescimento independente de ancoragem (Fig. 26) das células HaCAT. 
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Figura 20. Expressão de HOXB7 nos clones de células HaCAT. Ensaio de 

western blot com anticorpos anti-HOXB7 e anti- -actina. Note a abundante 

expressão de HOXB7 no clones transfectados com o plasmídeo pcDNA3.1(+)-

HOXB7 (HaCAT-HOXB7) comparado com os clones transfectados com o 

plasmídeo vazio (HaCAT-Controle). 
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Figura 21. HOXB7 induz a proliferação celular. (A) Índice de incorporação de 

BrDU e (B) índice imuno-citoquímico da expressão de Ki-67. Cones HaCAT-

HOXB7 demonstraram uma capacidade proliferativa significantemente maior que 

os clones controle (p<0,0001 entre os grupos para BrDU e p<0,001 entre os 

grupos para Ki-67). 
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Figura 22. Índice de apoptose dos clones HaCAT-Controle e HaCAT-HOXB7. 

Histogramas em A, B e C representam o índice apoptótico dos clones HaCAT-

Controle 1, 2 e 3 e histogramas em D, E e F representam o índice dos clones 

HaCAT-HOXB7 1, 2 e 3. Um pequeno número de células em apoptose nos 

clones de ambos os grupos foi observado. 

 

Eventos: 8945 
Apoptose: 1,71% 

Eventos: 10064 
Apoptose: 1,89% 

Eventos: 10034 
Apoptose: 0,92% 

Eventos: 10026 
Apoptose: 1,02% 

Eventos: 10032 
Apoptose: 0,64% 

Eventos: 10055 
Apoptose: 1,31% 
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Figura 23. Ensaio de adesão celular dos clones HaCAT-Controle e HaCAT-

HOXB7. Resultado representativo de um ensaio realizado em quadriplicata. As 

células demonstraram uma maior adesão as superfícies cobertas com colágeno 

tipo I e fibronectina em relação à superfície não tratada (plástico), porém não 

houve diferença entre os níveis de adesão entre os grupos. 
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Figura 24. Potencial de invasão dos clones HaCAT-Controle e HaCAT-HOXB7. 

Células SCC-9 foram utilizadas como controle positivo. A baixa capacidade de 

invasão das células HaCAT foi mantida mesmo após a superexpressão de 

HOXB7.  
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Figura 25. Análise da TEM dos clones superexpressando HOXB7. Ensaios de 

western blot com anticorpos anti-E-caderina e anti- -catenina foram realizados 

com os clones HaCAT-Controle e HaCAT-HOXB7. A expressão de -actina foi 

utilizada como controle. Não houve diferença de expressão dos marcadores de 

TEM entre os clones estudados. 
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Figura 26. Análise da influência da superexpressão de HOXB7 no crescimento 

independente de ancoragem das células HaCAT. Insertos A, B e C representam 

ensaios com a linhagem SCC-9 (controle positivo). Insertos em D, E e F 

correspondem aos clones HaCAT-Controle 1, 2 e 3 e em G, H e I estão os 

clones HaCAT-HOXB7 1, 2 e 3. A linhagem SCC-9 apresentou excelente 

crescimento e formação de colônias, enquanto que os clones de células HaCAT 

não, visto que dependem de ancoragem para o crescimento celular. 

A B C 

D E F 

G I H 
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5.6. Efeito da Inibição da Expressão de HOXB7 sobre a Proliferação das 

Células SCC-9 

A inibição da expressão de HOXB7 foi realizada com sucesso pelo do 

método de RNAi com oligoribonucleotídeos (siRNA). As reduções na expressão 

de HOXB7 mRNA e proteína foram marcantes. O tratamento apenas com 

Lipofectamina (Mock) ou com o siRNA controle não tiveram efeito significante 

sobre a expressão de HOXB7, demonstrando a eficiência e especificidade dos 

oligonucleotídeos utilizados (Fig. 27). Após a inibição de HOXB7, as células 

foram imediatamente utilizadas para investigar as mudanças em seu 

comportamento proliferativo. A redução de HOXB7 foi associada com uma 

redução significante na capacidade proliferativa das células SCC-9 (Fig. 28). O 

índice de incorporação de BrDU das células SCC-9 após a inibição de HOXB7 

foi reduzido em aproximadamente 5x ao comparado ao das células SCC-9 com 

tratamento Mock ou siRNA controle (Fig. 28A, p>0,001). Similarmente, uma 

redução de mais de 2x no índice de expressão de Ki-67 foi observado nas 

células SCC-9 com expressão reduzida de HOXB7 (Fig. 28B, p>0,005). 
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Figura 27. (A) Ensaios de RT-PCR e western blot das células SCC-9 tratadas 

com os oligonucleotídeos específicos contra HOXB7 (siRNA HOXB7) e com os 

respectivos controles (Mock e siRNA controle). (B) Análise densitométrica da 

expressão de HOXB7. Os resultados representam a media ± desvio padrão de 3 

experimentos independentes. Note que a inibição na expressão de HOXB7 foi 

de mais de 90% em comparação com as células tratadas com siRNA controle. 

 

A 

B 
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Figura 28. HOXB7 controla a proliferação das células de CEC oral. (A) Ensaio 

de incorporação de BrDU e (B) índice imuno-citoquímico da expressão de Ki-67. 

Não houve diferença entre os grupos de células transfectadas com 

Lipofectamina 2000 (Mock) ou com siRNA controle, no entanto, as células 

transfectadas com siRNA HOXB7 apresentaram uma significante redução nos 

níveis de proliferação celular (p<0,001 para ensaio de BrdU e p<0,005 para 

ensaio de Ki-67). 

A 

B 
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5.7. Correlação entre a Expressão de HOXB7 e as Características Clínico-

Patológicas dos CECs orais 

 A correlação entre a expressão imuno-histoquímica de HOXB7 e as 

características clínico-patológicas dos CECs foi verificada em uma amostra de 

115 tumores orais. Figura 29 ilustra o padrão de marcação nuclear com o 

anticorpo HOXB7. Correlações positivas e significantes entre a positividade para 

HOXB7 e o consumo de álcool (p=0,047), o estádio N (p=0,013), a presença de 

invasão vascular (p=0,021) e o potencial proliferativo dos tumores (p=0,012) 

foram observadas (Tabela 5). A expressão de HOXB7 não foi correlacionada 

com idade, gênero, etnia, localização, estádio T, consumo de tabaco, 

comprometimento de margens cirúrgicas, infiltração neural e recorrência (Tabela 

8). 

Pacientes com tumores apresentando uma forte marcação para HOXB7 

(número de células positivas maior que 31%) apresentaram um período de 

sobrevida em 5 anos significantemente menor que pacientes com fraca 

positividades para HOXB7 (Fig. 30). A positividade para HOXB7 não influenciou 

significantemente o período de sobrevida livre de doença dos pacientes, embora 

uma tendência possa ser observada (Fig. 31). Para determinar se HOXB7 

apresentava um valor preditivo independente de outros fatores para a sobrevida 

global dos pacientes com CEC oral, análise multivariada controlada para estádio 

T, estádio N, invasão vascular e positividade para Ki-67 foi realizada. Esta 

análise demonstrou que a expressão de HOXB7 é um indicador independente 

da sobrevida global em 5 anos de pacientes com CEC oral (Tabela 9). Pacientes 

com baixa expressão imuno-histoquímica para HOXB7 apresentaram uma taxa 

de sobrevida global em 5 de 88,03%, enquanto que a taxa de sobrevida de 

pacientes com forte expressão de HOXB7 foi de apenas 55,78%. Embora o valor 

de p não tenha atingido o patamar de significância, uma tendência de correlação 

entre o período de sobrevida livre de doença em 5 anos e a expressão de 

HOXB7 foi observada (Tabela 10, p=0,083). 
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Figura 29. Análise imuno-histoquímica para HOXB7 nos arranjos de tecido. Imagens representativas de 3 tumores são 

apresentadas. Observe a positividade nuclear especifica para HOXB7. (aumento de 10x para A, B e C e aumento de 

200x para D, E e F). 

A B C 

D E F 
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Tabela 8. Correlação clínico-patológica da expressão de HOXB7 nas amostras 

de CEC (n=115). 

 
Parâmetro 

% de células positivas  
< 31 
n (%) 

 31 
n (%) 

Valor de p 

Idade 
< 56 anos 
 56 anos 

 
33 (55) 
27 (45) 

 
25 (45,45) 
30 (54,55) 

 
0,30 

Gênero 
Homem 
Mulher 

 
48 (80) 
12 (20) 

 
45 (81,82) 
10 (18,18) 

 
0,80 

Raça 
Caucasiana 
Não-Caucasiana 

 
55 (91,67) 
5 (8,33) 

 
46 (83,63) 
9 (16,37) 

 
0,18 

Hábito de Fumar 
Não 
Sim 

 
8 (13,34) 
52 (86,66) 

 
3 (5,45) 

52 (94,55) 

 
0,15 

Hábito de Beber 
Não 
Sim 

 
18 (30) 
42 (70) 

 
8 (14,55) 

47 (85,45) 

 
0,047 

Localização 
Língua 
Outra Localização 

 
44 (73,33) 
16 (26,67) 

 
40 (72,72) 
15 (27,28) 

 
0,94 

Estádio T 
T1 + T2 
T3 + T4 

 
25 (41,66) 
35 (58,34) 

 
15 (27,27) 
40 (72,73) 

 
0,10 

Estádio N 
N0 
N+ 

 
40 (66,67) 
20 (33,33) 

 
24 (43,63 
31 (56,37) 

 
0,013 

Diferenciação Histopatológica 
BD + MD 
Indiferenciado 

 
31 (51,67) 
29 (48,33) 

 
28 (50,91) 
27 (49,09) 

 
0,93 

Margem Cirúrgica 
Livre 
Comprometida 

 
50 (83,34) 
10 (16,66) 

 
50 (90,91) 
5 (9,09) 

 
0,22 

Infiltração Vascular 
Não 
Sim 

 
44 (73,33) 
16 (26,67) 

 
29 (52,72) 
26 (47,28) 

 
0,021 

Infiltração Neural 
Não 
Sim 

 
37 (61,67) 
23 (38,33) 

 
38 (69,1) 
17 (30,9) 

 
0,40 

Recorrência 
Não 
Sim 

 
37 (61,67 
23 (38,33) 

 
31 (56,37) 
24 (43,63) 

 
0,56 

Células positivas para Ki-67 
< 23% 
 23% 

 
39 (65) 
21 (35) 

 
23 (41,81) 
32 (58,18) 

 
0,012 

BD: Bem Diferenciado; MD: Moderadamente Diferenciado. 



90

 

 

 

Figura 30. Sobrevida global dos pacientes com CEC oral é influenciada pela 

positividade de HOXB7. Curva de Kaplan-Meier para os pacientes com CEC oral 

divididos pela expressão imuno-histoquímica de HOXB7. Pacientes que 

apresentaram tumores classificados com expressão baixa de HOXB7 

demonstraram uma maior probabilidade de sobrevida global em 5 anos 

comparado com pacientes com tumores com alto numero de células positivas 

para HOXB7. (p= 0,001) 
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Figura 31. Curva de sobrevida livre de doença dos pacientes com CEC oral 

deste estudo dividido em relação à positividade de HOXB7. Pacientes com 

tumores demonstrando um menor número de células positivas para HOXB7 

apresentaram uma tendência a maior sobrevida livre de doença comparado com 

pacientes com tumores contendo um elevado número de células positivas para 

HOXB7. (p= 0,07) 
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Tabela 9. Análise multivariada da probabilidade de sobrevida global em 5 anos 

em pacientes com CEC oral (n=115). 

Parâmetro Probabilidade de sobrevida 

global em 5 anos (%) 

Valor de p HR (95% IC) 

HOXB7 

< 31% 

 31% 

 

88,03 

55,78 

 

0,009* 

 

Referência 

0,47 (0,27-0,83) 

Estádio T 

T1/T2 

T3/T4 

 

79,48 

68,59 

 

0,49 

 

Referência 

0,91 (0,49-1,67) 

Estádio N 

N0 

N+ 

 

80,06 

62,91 

 

0,08* 

 

Referência 

0,70 (0,39-1,24) 

Invasão Vascular 

Não 

Sim 

 

76,33 

65,72 

 

0,32 

 

Referência 

0,80 (0,45-1,44) 

Positividade para Ki-67 

< 24% 

 24% 

 

75,03 

69,06 

 

0,46 

 

Referência 

0,94 (0,53-1,66) 
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Tabela 10. Probabilidade de sobrevida livre de doença de 5 anos em pacientes 

com CEC oral por meio de análise multivariada (n=115). 

Parâmetro Probabilidade de sobrevida 

livre de doença em 5 anos (%) 

Valor de p HR (95% IC) 

HOXB7 

< 31% 

 31% 

 

81,38 

60,77 

 

0,083 

 

Referência 

0,72 (0,27-1,83) 

Estádio T 

T1/T2 

T3/T4 

 

73,61 

62,90 

 

0,56 

 

Referência 

0,90 (0,49-1,64) 

Estádio N 

N0 

N+ 

 

76,19 

53,89 

 

0,03* 

 

Referência 

0,58 (0,32-1,04) 

Invasão Vascular 

Não 

Sim 

 

68,91 

62,10 

 

0,33 

 

Referência 

0,84 (0,47-1,51) 

Positividade para Ki-67 

< 24% 

 24% 

 

66,49 

66,48 

 

0,66 

 

Referência 

1,13 (0,64-1,99) 
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5.8. Correlação entre as Expressões Imuno-histoquímicas de HOXA1 e 

HOXB7 em Amostras de CEC Oral 

 Uma vez que existiu uma grande similaridade dos resultados in vitro e in 

vivo entre HOXA1 e HOXB7, nós decidimos verificar a correlação entre a 

expressão imuno-histoquímica do produto protéico destes 2 genes nas amostras 

de CEC oral. Cento e dez amostras foram incluídas nesta análise, visto que 

foram analisadas para os 2 marcadores. Interessantemente, uma forte e positiva 

correlação entre a expressão imuno-histoquímica destes 2 marcadores foi 

observada nas amostras de CEC oral, como revelado pelo coeficiente de 

Spearman (rs) de 0,25 e um valor de p de 0,008. 

 

 

 

Figura 32. Correlação entre a expressão imuno-histoquímica de HOXA1 e 

HOXB7 nas amostras de CEC oral (n=110). Uma forte e positiva correlação 

entre HOXA1 e HOXB7 foi observada (rs=0,25 e p=0,008). 
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6. Discussão 

 

Apesar dos recentes avanços nos protocolos de tratamento cirúrgico, 

radioterápico e quimioterápico, a taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes 

com CEC oral permanece entre 50 e 60% (Bagan & Scully, 2008; Sklenicka et 

al., 2010; Jerjes et al., 2010). Este baixo índice de sobrevida é principalmente 

associado ao fato de que a maioria dos pacientes com CEC oral é diagnosticado 

com a doença em estádio avançado, facilitando a recorrência local e o 

desenvolvimento de metástases regional e à distância (Warnakulasuriya, 2009; 

Scully & Bagan, 2009). Então, prevenir e diagnosticar a doença nos estádios 

iniciais estão entre os principais desafios da atualidade. Contudo, o melhor 

conhecimento dos eventos biológicos associados à gênese do CEC oral e a 

caracterização de biomarcadores podem contribuir para a identificação e 

tratamento de pacientes afetados por este tipo de tumor. Por exemplo, 

biomarcadores podem contribuir na identificação de metástases ocultas ou 

podem auxiliar na discriminação de pacientes de alto e baixo risco de 

desenvolverem metástases, permitindo um tratamento mais individualizado 

(Arellano-Garcia et al., 2010). 

As descobertas das últimas décadas demonstraram muitos pontos em 

comum entre os processos de embriogênese e oncogênese. Entre estes pontos 

estão a intensa proliferação, diferenciação e morte celular, a proeminente 

neovascularização e a constante migração e invasão dos tecidos adjacentes. 

Sendo assim, é sugerido que genes associados ao desenvolvimento celular e 

tecidual possam posteriormente ser utilizados em processos de oncogênese. Os 

genes HOX são responsáveis por codificar proteínas nucleares que agem como 

fatores de transcrição durante o desenvolvimento embrionário (Maroulakou & 

Spyropoulos, 2003). Embora estes genes sejam classicamente conhecidos por 

controlar a morfogênese celular e tecidual (Abate-Shen, 2002; Maroulakou & 

Spyropoulos, 2003; Samuel & Naora, 2005), estudos demonstraram a 

participação destes genes em eventos biológicos cruciais para a célula 

eucariótica adulta em condições normais e na oncogênese (Gehring & Hiromi, 
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1986; Abate-Shen, 2002; Maroulakou & Spyropoulos, 2003; Del Bene & 

Wittbrodt, 2005; Grier et al., 2005; Samuel & Naora, 2005). Em contraste ao 

encontrado para tumores de outras partes do corpo, existem poucos estudos 

que avaliaram a expressão dos genes da família HOX em cânceres de boca 

(Hassan et al., 2006; Acquafreda et al., 2010; Yamatoji et al., 2010; Liborio et al., 

2011). Visto que nossos estudos apontaram para uma expressão 

significantemente maior dos genes HOXA1 e HOXB7 em CECs orais comparado 

com mucosa normal (Bitu, 2008; Destro, 2008), o presente estudo foi 

desenvolvido para avaliar os efeitos da superexpressão dos genes HOXA1 e 

HOXB7 na oncogênese oral e verificar o valor prognóstico da expressão imuno-

histoquímica destes genes. Para facilitar a compreensão dos nossos achados, a 

discussão é apresentada como o restante da tese. 

 

6.1. Expressão de HOXA1 Controla a Proliferação Celular e Correlaciona 

com um Prognóstico Desfavorável 

 

Hassan e colaboradores (2006), em um estudo sobre o padrão de 

expressão dos genes HOX por meio de ensaios de RT-PCR, demonstraram que 

a expressão de HOXA1 é significantemente maior em CECs orais quando 

comparado com mucosas normais. De maneira similar aos nossos estudos 

prévios, esta avaliação limitou-se a comparar a abundância dos transcritos 

gênicos, sem confirmar a produção protéica e sem a realização de ensaios 

funcionais. Para ampliar nosso conhecimento, na primeira parte do presente 

estudo nós realizamos análise imuno-histoquímica, nas mesmas amostras de 

mucosa normal e CEC utilizadas para quantificar a abundância de transcritos, 

para determinar os níveis protéicos de HOXA1. Como esperado, o número de 

células positivas para HOXA1 nas amostras de CEC foi significativamente maior 

do que nas amostras de mucosa normal de pacientes que não tinham o hábito 

de consumir bebidas alcoólicas e tabaco. Em adição, a técnica de imuno-

histoquímica forneceu importantes informações sobre quais células expressam 

HOXA1. Em tecidos normais a positividade foi restrita ao núcleo de células 
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epiteliais das camadas basal e supra-basal, enquanto que nas amostras de CEC 

oral as células positivas foram dispersas por todo o epitélio tumoral. Nenhuma 

outra célula do micro-ambiente tumoral demonstrou positividade para HOXA1. 

Interessantemente, não há relatos da expressão imuno-histoquímica de HOXA1, 

mas os estudos com outros membros do lócus HOXA revelaram a produção 

destes genes por células epiteliais. Yoshida et al. (2006) demonstraram a 

expressão imuno-histoquímica de HOXA10 no epitélio do endométrio secretor, 

assim como em linhagens celulares de carcinoma de endométrio. Abe et al. 

(2006) também demonstraram a expressão imuno-histoquímica restrita de 

HOXA5 e HOXA10 em células epiteliais normais e neoplásicas do pulmão. Em 

seu estudo sobre o padrão de expressão dos genes HOX em mucosa esofágica 

normal e tumoral, Takahashi et al. (2006) demonstraram que a expressão de 

HOXA5 é restrita às camadas basais do epitélio nas amostras de mucosa 

normal, mas a expressão é observada em quase todas as células tumorais, com 

ausência de expressão em células do estroma. Em conjunto, estes resultados 

demonstram a expressão dos membros do lócus HOXA, incluindo HOXA1, em 

células epiteliais em proliferação, sugerido uma participação deste gene no 

controle da proliferação em condições normais e de neoplasia. 

Os efeitos da superexpressão de HOXA1 foram avaliados em poucos 

estudos. Bach et al. (2010) demonstraram a capacidade do gene HOXA1 

transformar células hematopoiéticas primárias in vitro e in vivo, o que resultou no 

desenvolvimento de leucemias mielóides agudas em camundongos. Em dois 

estudos independentes, Zhang e colaboradores (2003; 2006) demonstraram em 

células epiteliais normais (MCF10A) e tumorais (MCF7) de mama que a 

expressão forçada de HOXA1 foi capaz de promover características tumorais 

importantes, incluindo crescimento independente de ancoragem, crescimento 

tumoral agressivo in vivo, diminuição drástica da taxa de apoptose, além de 

maior proliferação celular. Para entender melhor o papel de HOXA1 nos eventos 

moleculares envolvidos na oncogênese oral, decidimos modular a expressão de 

HOXA1 em linhagens celulares de queratinócitos normais e neoplásicos. A 

linhagem HaCAT de queratinócitos normais imortalizados mas não 
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transformados, que apresenta níveis endógenos reduzidos de expressão de 

HOXA1, foi selecionada para a superexpressão do gene HOXA1, enquanto que 

a inibição de HOXA1 por RNA de interferência foi realizada nas células de 

câncer bucal SCC-9, que apresenta altos níveis endógenos de expressão de 

HOXA1. A superexpressão de HOXA1 induziu significantemente a capacidade 

proliferativa das células HaCAT, como revelado pelos índices de incorporação 

de BrDU e expressão imuno-citoquímica de Ki-67. Em concordância, a inibição 

de HOXA1 foi associada com uma significante redução na proliferação das 

células SCC-9. Os resultados que apontam para um papel de HOXA1 no 

controle da proliferação celular são similares aos descritos por Zhang et al. 

(2003), onde a expressão forçada de HOXA1 promoveu a proliferação das 

células MCF10A. A inibição da expressão de HOXA1 também foi associada a 

um controle da expressão de moléculas relacionadas à modulação da 

proliferação celular, incluindo c-Myc, Bcl-2 e ciclina D1 (Zhu et al., 2005). 

A modulação da expressão de HOXA1 nas células HaCAT não foi 

capaz de alterar os outros eventos biológicos analisados, incluindo apoptose, 

adesão, invasão, TEM e crescimento independente de ancoragem. Estudo 

prévio demonstrou que a superexpressão de HOXA1 por si só não foi suficiente 

para estimular a TEM de células de mama normal (Zhang et al., 2006). No 

entanto, demonstraram que a expressão de HOXA1 é modulada por E-caderina 

o que, em certo ponto, pode fornecer às células epiteliais malignas a 

oportunidade de manter independentemente a expressão de HOXA1 e diminuir a 

expressão de E-caderina para então começarem a sofrer o processo de TEM, 

aumentando seu potencial de invasão e metástase independente de anoikis. 

Como contexto, é importante destacar que a sobrevivência das células epiteliais 

é depende de sinais gerados pela interação das células com a membrana basal, 

e na ausência de ancoragem as células são induzidas a morte celular por 

anoikis (Frisch & Screaton, 2001). Esta forma de morte celular impede as células 

epiteliais de proliferar e sobreviver fora de seu contexto tecidual normal 

(Grossman, 2002). O processo de TEM em carcinomas está ligado à perda das 

características epiteliais durante a progressão tumoral (Kim et al., 2010). A 
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repressão de E-caderina, molécula considerada como a “guardiã” da identidade 

epitelial, e o aumento da quantidade de -catenina nuclear estão relacionadas à 

maior invasividade tumoral e pior prognóstico (Berx et al., 1995; Thiery, 2002). 

No presente estudo, apesar da expressão forçada de HOXA1 induzir 

a proliferação celular de forma consistente, ela não foi capaz de induzir 

transformação. Uma das razões pelas quais as células HaCAT não 

apresentaram este fenótipo, como aconteceu com células normais de mama e 

células hematopoiéticas, pode ser justamente a diferença entre elas, já que o 

padrão de expressão e as funções dos genes HOX parecem ser dependentes do 

tipo celular (Maeda et al., 2005; Svingen & Tonissen, 2006; Hassan et al., 2006; 

Takahashi et al., 2007). Comparando o padrão de expressão das amostras 

normais de tecido oral com o padrão da linhagem celular HaCAT, houveram 

inúmeras diferenças que podem ser creditadas ao processo de imortalização da 

linhagem celular por transfecção de gene viral ou pela aquisição de mutações. 

Portanto, a linhagem celular HaCAT reproduz, até certo ponto, o padrão de 

expressão dos genes HOX em mucosa oral normal. 

A análise imuno-histoquímica revelou que o número de células 

positivas para HOXA1 foi significativamente correlacionado com indicadores de 

pior prognóstico, incluindo estádio clínico T, estádio clínico N, padrão de 

diferenciação celular dos tumores e recorrência. Contudo, a correlação com 

recorrência foi inversa da esperada, sendo que recorrência (neste momento não 

foi possível separar recorrência entre local, regional e à distância) foi observada 

mais freqüentemente em pacientes com tumores apresentando menor número 

de células positivas para HOXA1. O significado e impacto deste achado 

precisam ser melhores compreendidos e confirmados em um novo grupo de 

amostras. Em adição, a expressão de HOXA1 foi significantemente 

correlacionada com o potencial proliferativo dos tumores, como revelado pelo 

elevado número de células positivas para Ki-67, o que pode ter importantes 

implicações clínicas. Na prática clínica, o tratamento e prognóstico do câncer 

oral são baseados principalmente na classificação clínica do tumor (estádio 

TNM). Contudo, marcadores moleculares associados à progressão da doença 
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podem complementar as observações clínicas e melhorar o manejo do paciente. 

Assim como em outros tipos de câncer, a proliferação celular tem algum valor 

prognóstico para CECs orais. Em geral, a alta atividade proliferativa dos tumores 

está associada com um pior prognóstico (Pich et al., 2003). Mais importante foi o 

achado que a expressão de HOXA1 tem um valor significante e independente 

para o prognóstico do paciente, como revelado pela influência no período de 

sobrevida global em 5 anos. Então, tumores com elevada expressão de HOXA1 

demonstram um comportamento mais agressivo que tumores com baixa 

expressão. Os estudos sobre o valor prognóstico de biomarcadores, incluindo 

Ki-67, PCNA, p53, EGFR, moléculas relacionadas a apoptose, aneuploidia e 

muitos outros, são importantes e contribuem para o conhecimento dos 

processos biológicos relacionados aos CECs orais (Pai & Westra, 2009). Nosso 

estudo adiciona mais um provável fator relacionado à oncogênese oral, contudo 

novos estudos são necessários para verificar a real contribuição que este 

marcador possa ter para o diagnóstico, tratamento e prognóstico de pacientes 

afetados por CEC oral. É importante destacar nosso interesse em experimentos 

futuros de explorar a relação de HOXA1 com moléculas reguladoras da 

proliferação celular, incluindo fatores de crescimento, citocinas, ciclinas, 

quinases dependentes de ciclina e seus inibidores, e de determinar a expressão 

imuno-histoquímica em lesões orais com potencial de malignização. 

 

6.2. HOXB7 Modula a Proliferação Celular e sua Expressão é Associada ao 

Prognóstico dos Pacientes com CEC Oral 

 

A expressão desregulada de HOXB7 foi descrita em alguns tumores, 

incluindo mielomas múltiplos (Storti et al., 2010), cânceres de mama (Wu et al., 

2006) e CECs orais (Hassan et al., 2006; Destro, 2008). O presente estudo 

confirmou tal observação, visto que o número de células positivas para a 

marcação imuno-histoquímica de HOXB7 foi significantemente maior nas 

amostras de CEC do que em amostras de mucosa normal. Como esperado, a 

marcação em amostras de mucosa oral normal foi restrita ao núcleo das células 
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das camadas epiteliais em proliferação (camadas basal e supra-basal). Em 

amostras de CEC, a positividade foi difusa pelo epitélio tumoral, além de mais 

intensa. O padrão de expressão dos genes HOX em linhagens celulares de CEC 

oral e na linhagem celular de queratinócitos HaCAT foi previamente realizada, 

revelando os menores níveis de expressão na linhagem HaCAT e os maiores na 

linhagem de CEC SCC-9. Portanto, utilizamos estas linhagens para a realização 

de estudos funcionais. Nossos resultados demonstraram que a expressão de 

HOXB7 é suficiente para regular a proliferação celular. Rubin et al. (2007) 

demonstram que as células MCF10A transfectadas com HOXB7 adquirem 

capacidade de proliferar em meio com quantidades reduzidas de soro fetal 

bovino (1%) ao contrário do observado em células controle, que precisavam de 

meio suplementado com 10% de soro. Em relato por Carè e colaboradores 

(1998), a superexpressão de HOXB7 em células de câncer de mama SKBR3 

promoveu proliferação celular e angiogênese através da expressão aumentada 

de bFGF e diversos fatores angiogênicos. Em tumores formados pelo 

transplante das células SKBR3 superexpressando HOXB7, uma elevada 

expressão de fatores angiogênicos, produzindo tumores bem vascularizados foi 

observada, permitindo a hipótese que HOXB7 é fundamental para o processo de 

progressão tumoral não só por induzir proliferação, mas também por promover 

neovascularização (Carè et al., 2001). Em tumores de ovário o gene HOXB7 foi 

encontrado mais expresso do que em amostras de tecido ovariano normal 

(Naora et al., 2001). Neste mesmo estudo, a expressão forçada de HOXB7 em 

linhagem de células superficiais de ovário causou o maior acúmulo e secreção 

de bFGF e o aumento da proliferação celular, mostrando que HOXB7 pode ter 

um papel no desenvolvimento de carcinomas ovarianos. 

Adicionalmente, o estudo de Rubin e colegas (2007) revelou que 

células MCF10A com expressão elevada de HOXB7 adquiriram a capacidade de 

crescer em ambiente independente de ancoragem e apresentaram maior 

resistência a apoptose induzida por radiação ionizante, sugerindo que HOXB7 

funciona como um fator de reparo ao DNA e promove sobrevivência tumoral. 

Anteriormente, HOXB7 induziu TEM com ganho de mobilidade e invasibilidade 
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celular (Wu et al., 2006). Neste estudo, a superexpressão de HOXB7 em células 

renais caninas Madin-Darby (MDCK) resultou na redução de E-caderina e na 

promoção da expressão de proteínas mesenquimais, incluindo isoforma  da 

actina de músculo liso e vimentina. Além disso, a superexpressão de HOXB7 

causou a transformação oncogênica de células MDCK. Quando enxertadas em 

camundongos, as células MDCK-HOXB7 formaram tumores proliferativos e bem 

vascularizados. No entanto, nossos resultados mostram que as células HaCAT-

HOXB7 não apresentaram alterações nas taxas de adesão e invasão, nos níveis 

de apoptose e na perda de expressão de E-caderina, revelando que a 

superexpressão de HOXB7 não foi capaz de transformar a linhagem HaCAT. 

Explicações para a ausência de tais fenótipos podem residir na especificidade 

da expressão e função dos genes HOX em tecidos embrionários e adultos, na 

dependência de alterações adicionais não observadas em nosso tipo celular, 

níveis muito altos de expressão que podem sequestrar co-fatores necessários 

para o fenótipo ou níveis insuficientes de expressão para o desenvolvimento 

destes fenótipos. 

A maior expressão imuno-histoquímica de HOXB7 foi correlacionada 

ao consumo de álcool, estádio N, presença de invasão vascular e maior 

positividade para Ki-67. Embora moderada, uma associação causal entre a 

ingestão de bebidas alcoólicas e o câncer oral é bem aceita, e evidências 

apontam para uma influência do álcool no metabolismo de reparo do DNA 

(Boffetta & Hashibe, 2006). A associação de HOXB7 com consumidores de 

bebidas alcoólicas pode ser importante, visto que metabólitos do álcool podem 

alterar a expressão de HOXB7, que por sua vez alterar a função das enzimas do 

sistema de reparo do DNA, favorecendo a instabilidade genômica. Pacientes 

com tumores apresentando marcação para HOXB7 maior que 31% 

apresentaram um período de sobrevida em 5 anos significantemente menor que 

pacientes com fraca positividade para HOXB7. A positividade para HOXB7 não 

influenciou significantemente o período de sobrevida livre de doença dos 

pacientes, porém pacientes com maior número de células positivas para HOXB7 

tenderam a ter uma sobrevida pior. Em ensaios com microarranjo de expressão, 
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HOXB7 foi mais expresso em cânceres invasivos de mama, estabelecendo uma 

significante associação com pior prognóstico (Hyman et al., 2002). Em CECs 

orais, nosso relato foi o primeiro a sugerir um prognóstico ruim para pacientes 

que apresentam elevada expressão de HOXB7 (Destro et al., 2010). Os nossos 

resultados relatados aqui representam uma série maior de casos de CEC oral 

(35 casos em Destro et al., 2010 e 115 casos no presente estudo), o que sugere 

que a superexpressão de HOXB7 possa ser mais um evento ligado à 

oncogênese oral. No entanto, devido à complexidade da tumorigênese oral que 

requer diversas ações coordenadas de múltiplas alterações genéticas, o impacto 

de um único marcador merece estudos mais amplos. 

Durante o desenvolvimento, interações por compartilhamento e 

complementação de funções são constantes entre os membros da família HOX 

(Cheng et al., 2005; Huang et al., 2007). Contudo, interações entre genes HOX, 

se existentes, não são conhecidas em tumores. Nossos resultados 

demonstraram uma similaridade muito grande entre os fenótipos relacionados à 

HOXA1 e HOXB7, sugerindo uma interação entre este genes no câncer oral. Em 

suporte a tal observação, o estudo de Mohankumar et al. (2007) revelou que 

HOXA1 ativa as proteínas p44/42 da via de sinalização celular de MAP quinase, 

e o produto do gene HOXB7 também parece ativa esta via (Wu et al., 2006). 

Portanto, os papéis de HOXA1 e HOXB7 em conjunto podem ser importantes 

para o desenvolvimento dos CECs orais. 

Em conclusão, nossos resultados sugerem que os genes HOXA1 e 

HOXB7 contribuem para o desenvolvimento dos CECs orais. As altas 

expressões de HOXA1 e HOXB7 em amostras de CEC estão correlacionadas 

com características clínico-patológicas importantes, como estádio N mais 

avançado, e um pior prognóstico. Porém, serão necessários ainda mais estudos 

para estabelecer o real valor de HOXA1 e HOXB7 como biomarcadores para os 

CECs orais. 
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7. Conclusões 

1. As expressões imuno-histoquímas de HOXA1 e HOXB7 foram 

significantemente maiores em CECs orais comparado com mucosas normais. 

2. HOXA1 e HOXB7 controlam a proliferação celular, visto que as 

superexpressões foram capazes de induzir a proliferação de células HaCAT, 

enquanto que as inibições em células SCC-9 foram associadas com uma 

redução na proliferação. 

3. As expressões forçadas de HOXA1 ou HOXB7 não foram capazes de 

transformar a linhagem HaCAT e nem de modular as taxas de apoptose, 

adesão, invasão e expressão de marcadores de TEM. 

4. A positividade para HOXA1 foi correlacionada com o estádio clínico T, estádio 

clínico N, padrão diferenciação celular dos tumores, capacidade proliferativa do 

tumor e recorrência. HOXA1 também revelou ser um marcador independente do 

período de sobrevida global em 5 anos de pacientes com CEC oral. 

5. A positividade de HOXB7 foi correlacionada com consumo de álcool, estádio 

N, presença de invasão vascular e expressão de Ki-67 pelas células tumorais. 

HOXB7 correlacionou independentemente com sobrevida global em 5 anos e 

uma tendência em correlacionar com sobrevida livre de doença foi observada. 

6. As expressões imuno-histoquímicas de HOXA1 e HOXB7 foram 

correlacionadas entre si nas amostras de CECs orais. 

7. Nossos resultados sugerem que HOXA1 e HOXB7 podem ser determinantes 

importantes do prognóstico de pacientes com CEC oral. 
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