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RESUMO

Embora os genes HOX sejam conhecidos por atuarem na regulacao de
eventos importantes para o desenvolvimento embrionario, incluindo proliferacao,
diferenciacdo e migracao celular, alteracées no padrdo de expressao tém sido
frequentemente associadas ao desenvolvimento de neoplasias malignas. Estudos
em nosso laboratério caracterizaram o perfil de expressao dos 39 membros da
familia HOX de genes homeobox em amostras orais de mucosa normal e
carcinoma espinocelular (CEC), identificando genes diferencialmente expressos.
Dentre estes genes destacou-se HOXA10, que tem a sua expressao associada a
fenétipos importantes para o denvolvimento tumoral e ao prognéstico. O objetivo
deste estudo foi confirmar os niveis elevados de expressdo de HOXA10 em CECs
orais em comparacao a mucosa oral normal e analisar o efeito da superexpressao
e neutralizagdo do gene HOXA10 na modulagdo dos principais eventos biolégicos
associados ao fenotipo tumoral. Os niveis de HOXA10 foram avaliados por imuno-
histoquimica e gRT-PCR e os efeitos de HOXA10 sobre a proliferacéo, apoptose,
adesao, transicao epitélio-mesenquima (TEM), migracdo e invaséo celular foram
avaliados em clones celulares de queratinécitos normais HaCaT
superexpressando HOXA10 e em clones da linhagem de carcinoma de lingua
HSC-3 expressando uma sequéncia de shRNA (short harpin RNA) para neutralizar
a expressdo de HOXA10. A expressao de HOXA10 foi significantemente maior
nas amostras de CEC oral quando comparado com as amostras de tecido normal.
A superexpressao de HOXA10 nas células HaCaT significantemente aumentou os
niveis de expressao de N-caderina e B-catenina, sem alteracao no perfil proteico.
Enquanto a adesdo das células HaCaT com superexpressdo de HOXA10 foi
reduzida na superficie sem tratamento (plastico), na superficie tratada com
colageno tipo | foi significantemente aumentada, condizendo com o maior
potencial migratério adquirido por estas células. A neutralizagcdo de HOXA10
significatemente reduziu a capacidade proliferativa das células HSC-3. Em adigéo,
o silenciamento de HOXA10 induziu significantemente a expressao de marcadores
da TEM, a adesao celular e os potenciais de migragao e invasao das células HSC-
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3. Tanto a superexpressao quanto a neutralizacdo de HOXA10 ndo modularam as
taxas de apoptose. Em conclusédo, os resultados deste estudo sugerem que a
expressdao de HOXA10 modula eventos importantes para o desenvolvimento e
progressado dos CECs orais.

PALAVRAS-CHAVE: HOXA10; gene homeobox; cancer oral; eventos bioldgicos.
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ABSTRACT

Although HOX genes are known for acting in the regulation of important
events during embriogenesis, such as cellular proliferation, differentiation and
migration, alterations in their expression patterns have been frequently associated
to the development of cancers. Studies in our laboratory characterized the
expression profile of the 39 members of the HOX family of homeobox genes in oral
samples of normal mucosa and squamous cell carcinoma (SCC), identifying
differently expressed genes. Among those genes are HOXA10, which has its
expression related to tumor development and prognosis. The aim of the study was
to valitade the elevated levels of HOXA10 on oral SCCs comparing to the normal
oral mucosa, and to analyze the effects of the overexpression and neutralization of
HOXA10 in modulating the main biological events associated to tumorigenesis.
The levels of HOXA10 were evaluated by immunohistochemistry and qRT-PCR,
and the HOXA10 effects on proliferation, apoptosis, adhesion, epitelial-
mesenchimal transition (EMT), migration and invasion were evaluated on HaCaT
normal keratinocytes cells overexpressing HOXA10 and on HSC-3 tongue
carcinoma cells expressing a shRNA sequence to neutralize HOXA10 expression.
The expression of HOXA10 was significantly higher on oral SCC samples when
compared to the normal tissue controls. HaCaT cells overexpressing HOXA10
showed higher expression of N-cadherin and B-catenin mRNA levels, and
adhesion and migration were coordinately regulated on those cells. The
neutralization of HOXA10 reduced significantly the proliferation capacity of HSC-3
cells, while induced significantly the expression of EMT markers, cell adhesion as
well as the migration and invasion of HSC-3 cells. Overexpression and
neutralization of HOXA10 did not modulate apoptosis rates. In conclusion, the
results of this study suggest that the HOXA10 expression modulates important
events associated with development and progression of oral SCCs.

KEY-WORDS: HOXA10; homeobox gene; oral cancer; biological events.
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1 INTRODUCAO

Fortes evidéncias demonstram que as vias que estimulam a
oncogénese constituem anomalias dos processos normais que controlam a
embriogénese. Diversos sdao 0s genes que regulam o crescimento e
desenvolvimento celular e tecidual que estao implicados na oncogénese. Os mais
comumente estudados sdo os genes da familia homeobox, que codificam fatores
de transcricdo responsaveis pelo controle do desenvolvimento tecidual
embrionario normal, regulando aspectos celulares e morfogenéticos em
praticamente todas as espécies (Cillo et al., 2001). A expressdo dos genes
homeobox em canceres costuma estar alterada (Abate-Shen, 2002), o que os
torna bons modelos de estudo da interacdo entre a embriogénese e a
oncogénese.

Os genes homeobox foram descobertos na década de 80 em Drosofilas
(moscas-da-fruta) e identificados como genes cujas mutagbes sdo capazes de
causar alteracbes em segmentos corporais, conhecidas como alteragcdes
homedticas. Posteriormente, estes genes foram identificados em todos os seres
eucariontes (Yoshida et al., 2006). Desde entdo, mais de 200 sequéncias génicas
similares foram identificadas, apresentando em comum uma regido altamente
conservada de 183 nucleotideos que codifica uma sequéncia de 61 aminoacidos
conhecida como homeodominio (Ford, 1998). O homeodominio € responsavel
pelo reconhecimento e ligacdo a sequéncias especificas de DNA (Cillo et al.,
2001). Devido as semelhancas nas sequéncias dos homeodominios e nas regides
flanqueadoras, diversas classes de genes homeobox sdo reconhecidas. Dentre
estas familias encontram-se a Drosophila Antennapedia (ANTP), bicoid (BCD),
caudal (CAD), engrailed (EN), even-skipped (EVE), paired (PAX), Pit-Oct-Unc
(POU) e orthodenticle (OTX) (Duboule & Morata, 1994). Contudo, a familia mais
estudada e melhor caracterizada é a familia HOX.

Os genes da familia HOX apresentam uma distribuicdo genémica unica,
subdivididos em 4 clusters, cada qual localizado em um cromossomo diferente



(Scott, 1992). Os genes HOX possuem alta homologia aos genes HOM-C das
Drosofilas, com os grupos 1-8 intimamente relacionados ao Drosophila
antennapedia (ANTP) e os grupos 9-13 assemelhando-se mais aos genes do
grupo das Drosophila abdominal-B (ABD-B) (Owens & Hawley, 2002). A
expressdao dos membros da familia HOX de genes homeobox tem inicio durante o
periodo de gastrulagdo e controla a identidade de varios tecidos partindo da regiao
anterior (area branquial) até a regidao mais distal (Graham et al., 1989). Cada
orgao é caracterizado por sua forma, estrutura e posicionamento especificos e seu
funcionamento é dependente da interacdo com diferentes fenétipos celulares.
Ainda que a grande maioria dos estudos sobre esta familia de genes seja sobre
sua participacdo durante o processo de desenvolvimento embrionario e que 0s
mesmos tenham demonstrado o quéo precisa e importante € a regulagdo tempo-
espacial durante esta fase, muitos estudos vém demonstrando que a presenca de
alguns genes HOX é importante para garantir o padrédo de diferenciacdo dos
tecidos adultos normais (Anté et al., 2006; Huang et al., 2007; Bahrami , 2011). A
expressao dos genes HOX em diferentes tecidos adultos normais, incluindo rins,
célon, figado e pulméaos, é Unica e a combinagédo de genes ativos e inativos define
o perfil molecular de cada 6rgéo (Cillo et al., 2001). Logo, quando da ocorréncia de
uma alteracdo no padrdo de expressao destes genes, a probabilidade de
desenvolvimento e progressédo tumoral se faz presente. Um bom exemplo pode
ser dado pelo gene HOXA1. Este gene nao é expresso em tecido mamario normal,
todavia sua presenca foi detectada em tecido de mama neoplasico (Friedman et
al., 1994). A inducdo da expressdao de HOXA1 em uma linhagem de células
epiteliais de mama imortalizada induziu a transformacao maligna e promoveu a
sobrevida de células tumorais por meio da sobrerregulacao de BCL-2 (Zhang et
al., 2003).

Embora diversos estudos tenham avaliado a expressao dos genes da
familia HOX em uma grande variedade de tumores sélidos, poucos sdo 0s
manuscritos na literatura envolvendo neoplasias orais (Hassan et al., 2006; De
Souza Setubal Destro et al., 2009; Yamatoiji et al., 2010; Liborio et al., 2011; Tucci



et al., 2011; Bitu et al., 2012a; Bitu et al., 2012b; Moon et al., 2012). Devido a
escassez de estudos de genes homeobox em canceres orais, n0Sso grupo iniciou
um estudo para caracterizar o padréao de expressado dos 39 genes da familia HOX
em amostras orais de mucosa normal e carcinoma espinocelular (CEC) com o
intuito de identificar genes diferencialmente expressos (Bitu et al., 2008; Destro et
al., 2008). As expressdes dos membros HOXA4, HOXA5, HOXA7, HOXA10,
HOXB7, HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC10, HOXC11, HOXD?9,
HOXD10, HOXD11, HOXD13 foram significantemente maiores nas amostras de
CEC oral comparado com as amostras de mucosa oral normal, independente da
associacao com fatores de risco. Estes resultados sugerem que a expressao
alterada de alguns membros da familia HOX de genes homeobox pode estar
vinculada ao desenvolvimento e/ou progressdo do CEC oral.

As primeiras observacdes da relacdao do gene HOXA10 em neoplasias
ocorreram em leucemias (Lawrence & Largman, 1992). A reconstituicdo da
medula éssea de camundongos com células progenitoras que superexpressavam
HOXA10 induziu disturbios mieloproliferativos com acumulo de células fagocitarias
maduras no sangue periférico e tecidos, que posteriormente, resultavam em
leucemias mieldides agudas (Thorsteinsdottir et al.,, 1997). Além do seu papel no
desenvolvimento de leucemias, a expressao desregulada de HOXA10 é
comumente observada em tumores ginecolégicos (Lane et al., 2004; Yoshida et
al., 2006). Em eséfago, a expressdo de HOXA10 foi observada em carcinomas,
mas nao em tecido normal (Chen et al., 2005). Como HOXA10 é expresso em
niveis elevados em CECs orais comparado com mucosa oral normal e alguns
estudos demonstraram um papel importante do gene HOXA10 na tumorigénese, o
objetivo deste estudo foi avaliar o papel biol6gico do gene homeobox HOXA10
sobre a transicao epitélio-mesénquima, proliferacdo, adesédo, migracao e invasao
celular em CECs orais.






2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma Espinocelular

O carcinoma espinocelular (CEC), também conhecido como carcinoma
de células escamosas ou carcinoma epidermoide, tem sua origem nos
queratindcitos orais. E o tipo de tumor maligno mais frequente em boca e
representa aproximadamente 90% de todas as neoplasias malignas que
acometem a regido de cabecga e pescoc¢o e boca (Sculy & Bagan, 2009).

Como todos os céanceres, os CECs orais sao oriundos de uma mutacao
no DNA celular normalmente induzida por exposicdo a fatores de risco
mutagénicos, dentre os quais o fumo do tabaco e o consumo de bebidas
alcéolicas sdo os mais importantes (Hunter et al., 2005; Scully & Petti, 2010). A
fumaca do tabaco € uma mistura composta por mais de 5 mil elementos diferentes
e muitos destes sdo carcinégenos, capazes de induzir mutagdes no material
geneético celular, ou pré-carcindgenos, que durante o seu metabolismo induzem a
formacao de substancias nocivas (Burns et al.,, 1993; Brennan et al., 1995). Os
carcindégenos produzidos pelo tabaco, tais como nitrosaminas e benzopirenos, sdo
conhecidos por causarem uma transversdo em nucleotideos guanina comumente
encontradas em genes envolvidos na carcinogénese oral como, por exemplo, o
TP53 (Burns et al., 1993; Brennan et al., 1995). O alcool parece atuar como um
co-carcindgeno por meio da sua metabolizagdo em acetaldeido, que pode
danificar o DNA e encarcerar o glutatido, peptideo importante na desintoxicacao
de carcindégenos (Seitz et al., 2001; Péschl & Seitz, 2004). O fumo aumenta a
carga de acetaldeido produzida pelo consumo de alcool enquanto este aumenta a
ativacao de pré-carcindgenos presentes no tabaco (Scully & Peti, 2010). O alcool
induz a enzima CYP2E1 envolvida na ativacdo de diversas substancias
encontradas nas bebidas alcoolicas e também no tabaco (Hunter et al., 2005).

O ato de mascar betel € um habito de aproximadamente 20% da
populagdo mundial, prevalente em comunidades como a india e Indonésia e

também reconhecido como carcinogénico (Cogliano et al., 2004; Fasanmade et



al., 2007). Dietas nutricionalmente pobres também parecem ser um fator que
contribui com o desenvolvimento de CEC oral, particularmente aquelas pobres em
frutas e vegetais (Macfarane et al.,, 1995; Petersen, 2009). O papiloma virus
humano (HPV) tem sido descrito como agente causal na patogénese do CEC oral,
ainda que esse papel seja muito controverso (Kansy et al., 2012).

O CEC de boca pode se manifestar na mucosa jugal, gengiva, no palato
duro ou mole, lingua e assoalho da boca e acomete principalmente homens com
mais de 50 anos de idade, tabagistas e etilistas de longa duragéo (Scully, Felix,
2006; Kent et al., 2008; Scully, Bagan, 2009; Warnakulasuriya 2009; Ribeiro et al.,
2009; Santos-Silva et al., 2011). A borda lateral da lingua é a localizagdo
anatdmica intra-bucal mais acometida pelos CECs, onde aproximadamente 50%
dos tumores diagnosticados em boca ocorrem (Scully & Felix, 2006; Scully &
Bagan, 2009; Warnakulasuriya, 2009).

Histologicamente, os carcinomas bem diferenciados representam a
maior parte dos CECs orais. Estes tumores apresentam frequentemente um
padrao sélido, com proporgdes variadas de células escamosas e basais, evidente
queratinizacdo e poucas figuras de mitoses (Anneroth et al., 1987). Geralmente
estes carcinomas possuem crescimento lento, margens bem definidas sem
invasdo vascular e com evidente resposta inflamatéria linfomonoplasmocitaria,
tornando-0s menos invasivos quando comparados aos carcinomas indiferenciados
(Anneroth et al, 1987). Os carcinomas moderadamente diferenciados exibem
células neoplasicas bem evidentes com acentuado pleomorfismo nuclear, grande
namero de mitoses, hipercromatismo, nucléolos bem evidentes e poucas pérolas
de queratina, embora possa ocorrer queratinizacao de células individuais (Bryne et
al., 1989). Geralmente sao mais invasivos e mostram crescimento mais rapido que
os carcinomas bem diferenciados (Anneroth et al, 1987). Os carcinomas
indiferenciados apresentam pouca ou nenhuma evidéncia de queratinizagdo e as
células neoplasicas mostram alto grau de pleomorfismo e hipercromasia.
Apresentam um crescimento difuso com as células demonstrando elevado

potencial mitético. Os CECs indiferenciados apresentam um comportamento



bastante agressivo, caracterizado pela alta capacidade de invasao e de causar
metastases (Anneroth et al.,1987; Bryne et al., 1989).

O cancer é o resultado de um acumulo de alteragbes genéticas e
epigenéticas capazes de induzir a expressao e fungéo aberrante de moléculas
responsaveis por regular o crescimento, a sobrevida, a motilidade e a sinalizacao
celular (Scully & Bagan, 2009). No entanto, o conceito fundamental e simplificado
por trds da genética do cancer é a superexpressdo de oncogenes € 0
silenciamento de genes supressores de tumor (Scully & Bagan, 2009). Estes
ultimos sao genes normalmente envolvidos no controle do ciclo celular, apoptose,
adesao celular e reparo do DNA (Scully & Bagan, 2009). Existem varios supostos
genes supressores de tumor envolvidos com a oncogénese do CEC oral, porém,
TP53 e CDKNZ2A parecem ser os mais importantes (Angiero et al., 2008). TP53,
envolvido com a regulacao da apoptose e do ciclo celular, normalmente encontra-
se silenciado por mutacbes pontuais, 0 que desencadearia as lesoes
potencialmente malignas e por fim o cancer (Angiero et al., 2008). Ainda, ha um
alto indice de perda de heterozigozidade no cromossomo 9p21, aonde se encontra
CDKNZ2A, que codifica p16, responsavel por regular o ciclo celular e por estabilizar
p53 através de MDM2 (Hunter et al., 2005; Mithani et al., 2007).

Em relacdo a apoptose, sendo Bcl-2 e Bcl-XL proteinas anti-
apoptéticas, espera-se que atuem como oncogenes em células tumorais,
enquanto Bax, considerada uma proteina pré-apoptética, teria acdo de supressor
de tumor (Bose et al, 2012). Logo, tumores expressando Bcl-2 ou Bcl-XL
deveriam ter um pior prognéstico, enquanto aqueles que expressassem Bax
estariam associados a um melhor prognéstico (Bose et al., 2012). Camisasca e
colaboradores (2009) relataram que as expressodes elevadas de Bax, Bcl-2 e Bcl-
XL estavam associadas com uma melhor sobrevida global e menor recorréncia em
CECs orais. Yuen et al. (2002) ndo observaram uma associacdo entre a
expressdo de Bcl-2 e a sobrevida em casos de CECs de mucosa oral. Ainda, a
alta expressdao de Bcl-2 foi associada a metastase linfonodal e a um menor
periodo de sobrevida, sem atribuir nenhum significado prognéstico para a



expressdo de Bax (de Vicente et al., 2006). No entanto, Bose et al (2012)
verificaram que Bax possui um valor progndéstico independente apds avaliar a
expressao deste gene em 69 casos de CECs orais.

A capacidade das células tumorais de se espalhar por meio da invaséo
dos tecidos adjacentes ou mesmo distantes € um marco importante na
carcinogénese (Yamaguchi et al., 2005; Friedl et al, 2012). Células tumorais
invasivas adquirem fendtipos migratorios associados a expressdo de diversos
genes envolvidos com a motilidade celular. Isso permite que estas células
respondam aos sinais do microambiente tumoral que desengatilham a invasao
tumoral (Yamaguchi et al, 2005; Friedl et al., 2012). A expressao “transi¢ao
epitélio-mesénquima” (TEM) descreve um processo no qual as células epiteliais
perdem sua polaridade, desfazem suas juncgdes intercelulares e adquirem um
perfil mais migratério (Wheelock et al., 2008). A TEM é um fenémeno que ocorre
em diversos momentos do desenvolvimento embrionario, bem como durante a
metastase tumoral (Boukamp & Fusenig, 1993). As caderinas sdo componentes
transmembranicos das jungdes aderentes e responsaveis por mediar a adesao
célula-célula e conectar ao citoesqueleto por meio da associacao as cateninas.
Células epiteliais normalmente expressam E-caderina, enquanto as células
mesenquimais tendem a expressar diversas caderinas, dentre as quais N-caderina
(Wheelock et al., 2008). O evento conhecido como “cadherin switching” descreve o
processo no qual as células epiteliais tumorais mudam o perfil de expressao das
isoformas de caderinas, reprimindo E-caderina e adquirindo a expressao de N-
caderina (Wheelock et al., 2008). Este fenébmeno ja foi descrito em CECs orais
(Kantak & Kramer, 1998; Diniz-Freitas et al, 2006) e esta associado a um
comportamento tumoral mais invasivo e agressivo e com pior prognéstico. Em
CECs de mucosa oral, a metilacdo das ilhas CpG na regiao promotora de E-
caderina resultou na expressao reciproca de N-Caderina (Chen et al., 2004), e em
linhagens de CEC oral, a metilacdo de E-caderina mostrou induzir a invaséo
celular por perda da adesao célula-célula (Nakayama et al., 2001; Alvarado et al.,
2011). Em adicdo, E-caderina parece estar associada a 3-catenina (Alvarado et



al., 2011). Esta ultima tem sido considerada uma das moléculas de adesao que,
na membrana subcelular, liga E-caderina a filamentos de actina por meio de a-
catenina, além de ser um fator de transcrigdo da via de sinalizacdo Wnt, envolvida
no controle de fendbmenos associados a tumorigénese (Bhatia & Spiegelman,
2005; Fevr et al., 2007).

2.2 Genes Homeobox

Os genes homeobox foram descobertos em 1980 ap6s a constatacao
de duas mutacdes significantes na mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster
(Abate-Shen, 2002). Observou-se que essas mutacées eram capazes de causar
alteracbes em segmentos corporais, como a presenga de antenas no lugar de
pernas e um haltere (6rgdo responsavel pelo equilibrio no terceiro segmento
toracico) transformado em parte de uma asa. Essas mudancas foram entao
chamadas de transformagdes homeoticas, que consistem na transformacéo de
uma parte do corpo em outra completamente distinta (Cillo et al., 2001; Lappin et
al., 2006). Posteriormente, experimentos utilizando-se da técnica de FISH
(fluorescent in situ hybridization) foram essenciais na identificacdo de genes
homeobox em todos os metazoarios, desde as esponjas aos vertebrados, e
também em plantas e fungos (Lawrence & Morata, 1994). Desde entdo, uma
grande quantidade de informacao tem surgido sobre o papel dos genes homeobox
e mais de 200 sequéncias génicas similares foram identificadas, todas
apresentando uma regido altamente conservada de 183 nucleotideos que codifica
uma sequéncia de 61 aminoacidos conhecida como homeodominio (Gehring et al.,
1990; Holland et al., 2007). O homeodominio esta normalmente localizado em
uma posicao terminal ou subterminal da homeoproteina e é responsavel pelo
reconhecimento e ligacao a sequéncias especificas de DNA e pela estimulacéo ou
repressao da transcricdo génica, o principal mecanismo de acdo dos produtos
proteicos dos genes homeobox (Nunes et al., 2003). Este dominio consiste de trés
a-hélices que formam um motivo proteico hélice-volta-hélice e um dominio

adicional também conhecido como brago N-terminal, adjacente a primeira hélice



(Gehring, 1993). Geneticamente, uma sequéncia conservada TAAT foi identificada
como um sitio de ligacdo de alta afinidade para homeodominios (Abate-Shen,
2002). Alguns estudos demonstraram que o0 motivo hélice-volta-hélice do
homeodominio entra em contato com o sulco maior do DNA com uma interacao
adicional ao sulco menor através do brago N-terminal (Svingen & Tonissen, 2006).

InUmeras pesquisas tém tentado elucidar o mecanismo exato pelo qual
as homeoproteinas adquirem sua especificidade funcional e aonde na hierarquia
regulatéria exercem seus efeitos. Contudo, existem poucos relatos de genes que
sdo especificamente regulados por estas proteinas in vivo. Atribui-se a essa
questdo, a grande inespecificidade de ligacdo das mesmas ao DNA in vitro
quando comparada a alta especificidade in vivo. Acredita-se que as
homeoproteinas sofrem diversos tipos de regulagéo, incluindo controles pos-
transcricionais e interagcdes com outras proteinas (co-fatores) (Abate-Shen, 2002;
Lelli et al., 2011; Papadopoulos et al., 2011). O papel dos genes homeobox no
desenvolvimento embriondrio tem sido extensivamente estudado desde sua
descoberta (Lowney et al., 1991; Gehring, 1993; Capellini et al., 2011). As funcdes
destes genes, no entanto, vao além de sua participacdo na embriogénese. A
participacao dos genes homeobox ja foi implicada em processos biol6gicos de
grande importancia, tais como controle da identidade celular (Bei et al., 2007),
crescimento e diferenciacéo de células (Magli et al., 1991), interagdo célula-célula
e célula-matriz extracelular (Yoshida et al., 2006).

A superclasse de genes homeobox foi subdividida em duas classes. A
classe | consta dos genes homeobox que apresentam-se organizados em grupos
(clusters) e sédo reconhecidos por seu papel no posicionamento antero-posterior
durante a embriogénese (genes HOX e Rhox). A classe Il € de genes homeobox
nao agrupados e divergentes e que apresentam-se dispersos pelo genoma
(Owens & Hawley, 2002; Holland et al., 2007). A maioria dos genes homeobox
encontra-se desagrupada e ndo esta envolvida em transformagées homedticas
(Grier et al., 2005). Devido as semelhancas observadas nas sequéncias dos
homeodominios e nas regides flanqueadoras os genes homeobox s&o divididos
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em familias, dentre as quais encontram-se a Drosophila Antennapedia (ANTP),
bicoid (BCD), caudal (CAD), engrailed (EN), even-skipped (EVE), paired (PAX),
Pit-Oct-Unc (POU) e orthodenticle (OTX)(Duboule & Morata, 1994). Contudo, a
familia mais estudada e melhor caracterizada é a familia HOX.

2.3 Familia de Genes HOX

Os genes HOX sdao uma familia da classe | de genes homeobox e séo a
contraparte nos vertebrados dos genes do complexo HOM-C da Drosophila
melanogaster. Em mamiferos, existem 39 genes HOX organizados em 4 clusters
(A, B, C e D). Estes genes estao localizados em 4 diferentes cromossomos (7p15,
17921.2, 12913 e 29g31) e numerados de 1 a 13, embora nenhum dos grupos
possua um conjunto completo de genes (Figura 1). Aqueles genes que possuem
sequéncias similares entre si encontram-se em posi¢des correspondentes entre o0s
grupos, e sdo chamados de genes paralogos (Grier et al., 2005; Mallo et al.,
2010). Acredita-se que estes genes tenham surgido por meio da combinagcdo de
eventos de cis-amplificacdo e trans-duplicacdo dos complexos bithorax e
antennapedia de Drosophilas durante episodios evolucionarios distintos. Como
consequéncia os trans-paralogos (aqueles que ocupam a mesma posi¢cao relativa
ao longo do eixo 5’-3’ e cuja numeragao € a mesma) compartilham um alto grau de
homologia em suas sequéncias quando comparados aos cis-paralogos (genes que
ocupam posi¢des adjacentes ao longo do eixo 5°-3’) (Svingen & Tonissen, 2006).
Os genes HOX foram identificados como reguladores da padronizacéo tecidual
durante o desenvolvimento embriondrio, principalmente no eixo anteroposterior.
Atualmente o que se busca € o papel que estes genes exercem no metabolismo
celular de células adultas e diferenciadas (Dekker et al., 1992; Owens & Hawley,
2002; Svingen & Tonissen, 2006).

Assim como 0s genes homeobox nao agrupados, os genes HOX
possuem um homeodominio localizado no exon 2, responsavel pela ligacdo ao
DNA (Svingen & Tonissen, 2006). Proteinas HOX podem atuar como mondémeros

ou homodimeros dirigindo diretamente a transcricdo génica, assim como assumir
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a formacdo de heterodimeros ou heterotrimeros por meio da associacao a co-
fatores (Shah & Sukumar, 2010). Um grupo de homeoproteinas, nao pertencente a
classe | de genes homeobox, possui fungao de co-fatores para proteinas HOX. As
proteinas das familias TALE (Three Amino acid Loop Extension), PBX e MEIS séo
altamente expressas tanto em tecidos fetais como em adultos. PBX se liga
preferencialmente a proteinas HOX mais proximas da porgédo 3, em especial
aquelas dos grupos 1-8. Esta ligacdo depende da presenga de um hexapeptideo
que flanqueia o homeodominio, na posi¢cdo N-terminal, e possui 4 aminoacidos
(YPWM) como sequéncia principal de ligagdo (Svingen & Tonissen, 2006). As
proteinas dos grupos 9-10 ndo possuem este hexapeptideo, contudo, se ligam a
PBX, por meio de um residuo de triptofano (Trp) altamente conservado (Shen et
al., 1997). MEIS1 relaciona-se com aquelas proteinas mais proximas da porg¢ao 5’,
com destaque para as proteinas dos grupos 11-13 (Shen et al., 1997; Abate-Shen,
2002; Grier et al., 2005).
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Figura 1. Representacdo esquematica do alto grau de conservacdo entre as
familias HOM-C da Drosophila melanogaster e os genes HOX em humanos. A
figura ressalta a distribuicdo dos genes em clusters, bem como sua localizagcéao
cromossdmica e o padrao de expressao génica ao longo do desenvolvimento
embrionario. (Grier et al. 2005).
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Durante o processo de morfogénese as células requerem informacdes
precisas sobre posicionamento tempoespacial no intuito de certificar que se
diferenciem no tecido apropriado para determinado local no embrido. Essa certeza
€ assegurada pelo principio de colinearidade. Este descreve a sequéncia de
expressao de um cluster de genes HOX ao longo do eixo embrionario (Durston et
al., 2012). Existem 3 regras que sdo baseadas neste evento e que orquestram a
acao dos genes HOX, garantindo o preciso desenvolvimento embrionario. A
primeira delas é a colinearidade espacial. De acordo com essa propriedade, a
posicao relativa do gene ao longo do eixo 3’-5° no cromossomo determina sua
expressao ao longo do eixo anteroposterior do embrido. O padrdo de expressao
dos genes HOX dentro do cluster é coordenado de forma que aqueles que se
localizam mais préximos a extremidade 3’ sdo expressos em regides mais
anteriores do embrido, enquanto que 0s genes mais proximos de 5’ sdo expressos
em regides mais caudais (Duboule & Morata, 1994; Lappin et al., 2006; Durston et
al., 2011). Dessa forma, os genes localizados nos grupos 1 a 4 sdo responsaveis
pelo desenvolvimento das regides branquial e do romboencéfalo, enquanto
aqueles que compdem os grupos 5 a 8 controlam a regido toracica (Grier et al.,
2005). Por fim, os genes que formam os clusters 9 a 13 sdo encarregados pela
regulacdo da regido lombossacral, trato urinario e genitdlia do embrido (Grier et
al., 2005). Toda a familia de genes HOX esta expressa no sistema nervoso central
embrionario (Cillo et al., 2001; Morgan, 2006).

A segunda regra é a da colinearidade temporal: os genes HOX séo
transcritos de uma forma temporal, em uma sequéncia que corresponde ao seu
posicionamento 3’-5’ dentro de cada cluster. Assim, aqueles genes que se
encontram proximos a extremidade 3’ dos cluster sdo expressos primariamente, e,
entdo, a medida que o embrido se desenvolve os genes préximos a extremidade
5’ vao progressivamente sendo transcritos (Samuel & Naora; 2005; Lappin et al.,
2006; Shah & Sukumar 2010). De acordo com a terceira regra, os genes HOX que
se encontram posicionados mais proximos a extremidade 5 do cluster possuem

um fenodtipo dominante em relacdo aos mais proximos de 3’. Essa propriedade é
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conhecida como dominéancia posterior. Observou-se, no entanto, que o que ocorria
em mamiferos diferia daquilo observado nos demais vertebrados (Condie &
Capecchi, 1994). Estudos utilizando animais knockout mostraram que a atividade
génica nos niveis axiais estudados era resultado da combinagédo da expressao de
diversos genes HOX, ao invés de sobreposicdo da agdo de um unico gene
dominante (Condie & Capecchi, 1994). A teoria da redundancia funcional passou
entdo a substituir a propriedade da dominancia posterior em mamiferos
(Papageoriou, 2006). Tem-se como exemplo os membros do paralogo 9 (HOXA9,
HOXB9 e HOXD9) no tecido mamario durante a gestacéo. As glandulas mamarias
em animais sem a expressao individual ou em pares (knockout simples ou duplo)
destes genes sdo normais, enquanto que glandulas sem a expressdo dos trés
membros (knockout triplo) apresentam uma intensa hipoplasia durante a gravidez
e lactacao (Chen e Capecchi, 1999).

Recentemente a evolugdo da colinearidade dos genes HOX tem sido
guestionada, baseando-se no fato de que essa propriedade poderia explicar a sua
relacdo com a estrutura desta familia de genes (Durston et al., 2012). Alguns
autores atribuem a essa relagdo uma teoria baseada no modelo de abertura da
cromatina. De acordo com esse modelo, a colinearidade é baseada na regulacao
transcricional e especificamente limitada pela abertura progressiva no sentido 3’-5’
da cromatina em cada cluster (Durston et al, 2012). Isso justificaria a
colinearidade espacial. Observa-se, no entanto, que genes HOX que nao se
encontram agrupados, mas sim espalhados no genoma de diversos organismos,
também seguem a regra da colinearidade espacial. Diante disso, foi proposto que
0s genes HOX agem como metagenes ou unidades funcionais, ou seja, um gene
ndo pode executar toda a funcédo sozinho, mas todo o cluster executa uma funcéo
unica (Duboule, 2007; Manguy et al., 2007; Durston et al., 2012).
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24 Genes HOX em Tecidos Adultos

A atuacao dos genes da familia HOX foi inicialmente identificada nos
processos de regulagdo do desenvolvimento embrionario, mais especificamente
no que diz respeito ao padrao de formagao anteroposterior do embrido (Gehring,
2011). Contudo, alguns estudos foram capazes de demonstrar uma funcdo dos
genes HOX em determinados tecidos adultos diferenciados. Takahashi e
colaboradores (2004) demonstraram por meio de gqRT-PCR o perfil de expresséo
dos 39 genes HOX em 20 diferentes tipos de tecidos humanos normais. Na
hematopoiese, a atuacdo dos genes HOX € largamente estudada. Sauvageau et
al. (1994) observaram que 4 dos 11 genes do cluster A (HOXA4, HOXA5, HOXA9
e HOXA10) e 7 dos 9 genes cluster B (HOXB2, HOXB3, HOXB4, HOXB5, HOXBS6,
HOXB8 e HOXBY9) estavam presente em 5 subpopulacdes de células CD34*. A
superexpressdo de HOXA5 em células CD34" e CD347/CD38" resulta em uma
tendéncia a diferenciacdo mieldide que ocorre a custa da eritréide, o que indica
gue esse gene possui importante funcao na determinacao do perfil desta linhagem
celular (Crooks et al., 1999). Os genes do lécus B possuem participacdo na
linhagem de células linfoide com HOXB7 sendo identificado em linfécitos normais
no sangue periféerico (Magli et al, 1997). Ainda, Quaranta et al. (1996)
descreveram a ativagéo sequencial 3’-5’ dos genes HOX do lI6cus B em linfécitos
natural killer apds estimulagdo com interleucina 1B e interleucina 2. HOXC4 e
HOXC6 sao expressos durante a diferenciagédo de células B e T (Bijl et al., 1996).
Enquanto o0 mRNA de HOXC4 esta presente em células tronco e ao longo do
processo de maturacao linfoide, HOXC6 apresenta-se em células equivalentes a
pré-timécitos e células pré-B e mantém sua expressdao em durante todo o
processo de maturacao (Bijl et al. 1996).

A participacdo de genes da familia HOX tem sido descrita em
processos de reparacao tecidual de feridas cutaneas. Recentemente, Mahdipuour
et al. (2011) propuseram que a superexpressdao de Hoxa3 promove a
diferenciacdo de células tronco hematopoiéticas progenitoras em células
granulociticas Gr-1"CD11b"*, estimulando a neovascularizagdo e produzindo
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citocinas pré-angiogénicas tais como VEGF e MMP9. Hoxa3 foi também descrito
como tendo participacdo na supressao da inflamacao e recrutamento de leucdcitos
CDA45", ap6s terapia génica com plasmideos contendo cDNA para esse gene em
animais diabéticos submetidos a feridas cirdrgicas (Mace et al., 2009). Observou-
se, também, um aumento na mobilizacdo e recrutamento de células endoteliais
progenitoras derivadas de medula éssea CD347/CD45 (Mace et al., 2009).
Experimentos utilizando-se de camundongos transgénicos para Hoxb13
mostraram que quando este gene encontra-se superexpresso, ocorre aumento da
inflamacédo da ferida e persisténcia do coagulo de fibrina e de macroéfagos e
neutréfilos em comparagao aos animais controles (Mack & Maytin, 2009). VEGF e
TNF-a  apresentavam-se  super-regulados nos animais  transgénicos
superexpressando Hoxb13 (Mack & Maytin, 2009). Esses dados sugerem que as
células hematopoiéticas expressam um repertério de genes HOX de formas
especificas a cada linhagem celular e de acordo com o determinado periodo do
desenvolvimento.

Sanlioglu et al. (1998) identificaram membros da familia de genes Hox
em células de Purkinje de prosencéfalos e cerebelos de camundongos. De acordo
com os autores, os genes encontrados em ambos os sitios anatémicos (Hoxa4,
Hoxb3 e Hoxd3) normalmente sdo expressos em regides mais anteriores durante
a embriogénese. Aqueles identificados apenas no cerebelo (Hoxa5, Hoxb5 e
Hoxb7) nao tiveram sua expressdao de mRNA identificada no 15° dia de
desenvolvimento embrionario. Ainda, uma vez que o cDNA foi sintetizado a partir
de RNA isolado do tecido cerebelar no dia 0 pdés-natal, acredita-se que a
expressao desses genes seja ativada em um periodo perinatal e que persista até
a fase adulta.

Em pulmdes de adultos observa-se a presenca de 11 componentes da
familia HOX. Foram identificados 5 membros do lécus A (HOXA2 a HOXA®6), 5
membros do lécus B (HOXB2 a HOXB6) e HOXD1 (Tibério et al., 1994). A
presenca de uma grande variedade de genes HOX que se encontram altamente
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expressos em pulmdes de fetos reduz a medida que ocorre 0 avango da gestacao,
em especial a do gene HOXA5 (Volpe et al., 2003).

A familia de genes HOX parece estar ativamente presente também em
germes dentarios entre 18 e 24 semanas de desenvolvimento, sendo 18 dos 39
genes expressos em incisivos inferiores, 23 em incisivos superiores, 24 em
molares inferiores e 25 em molares superiores (Ant6 et al., 2006). Essa alta
atividade nao pdde ser observada em amostras de mucosa retromolar submetidas
a gqRT-PCR onde apenas HOXA9, HOXB8, HOXB13, HOXD3 e HOXD4 foram
expressos. Marcacao imuno-histoquimica para HOXD9 e HOXB6 indicou que a
expressao durante a fase de campanula basicamente restringe-se ao
compartimento epitelial do germe dental. Ainda, a rede de genes HOX parece
estar silenciada em sua maior parte em células de cultura primaria de polpa
dentaria de molar de adultos com excecao de HOXD3, HOXD6 e HOXCS8 que se
mostraram ativamente expressos (Anté et al., 2006).

2.5 Participacao de Genes HOX em Alteracoes do Desenvolvimento

O primeiro gene da familia HOX a ter sua participacdo descrita em
disturbios do desenvolvimento foi HOXD13. Seu envolvimento foi relatado na
simpolidactilia, uma rara condigdo que combina sindactilia e polidactilia (Grier et al,
2005). Em individuos nao afetados o exon 1 de HOXD13 contém uma sequencia
de 15 residuos de polialanina, enquanto os individuos afetados apresentam
insercao 7 a 10 novas sequencias, representando uma mutagdo com ganho de
fungcédo (Goodman et al., 1997). A associagdo de HOXA13 com a sindrome mao-
pé-genital foi descrita por Mortlock & Innis (1997). Esta sindrome é caracterizada
por falanges curtas, fusao e calcificacdo dos ossos do pulso, além de bifurcacdes
parciais ou completas do utero e hipospadias (Mortlock & Innis, 1997).

A expressdo anormal de genes HOX também se encontra associada a
diversas anomalias pulmonares congénitas. Volpe e colaboradores (2000)
descreveram a associacdo da superexpressao de HOXB5 na patogénese do

sequestro broncopulmonar. Esta condicdo é causada pelo desenvolvimento
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anormal de um diverticulo acessério a partir do pré-intestino. A presenca de
HOXBS5 foi identificada por hibridizacdo in situ no septo alveolar e também em
células epiteliais pulmonares tanto em tecido sadio quanto em tecido pulmonar
alterado. Observou-se, no entanto, que a expressdo de HOXBS5 foi 2,5 vezes
maior em casos de hipertensao pulmonar primaria em comparagdo ao tecido

pulmonar sadio (Golpon et al., 2001).

2.6 Genes HOX e Oncogénese

Muito progresso tem sido feito nas ultimas décadas no que diz respeito
ao delineamento do perfil molecular da transformacdo oncogénica. Uma
abordagem que vem sendo largamente estudada € o compartiihamento de
caracteristicas entre a embriogénese e a oncogénese. Importantes vias de
sinalizacdo normalmente responsaveis pelo desenvolvimento e manutencao da
diferenciacao tecidual como, por exemplo, as vias de sinalizacao Wnt e Hedgehog,
foram descritas como desreguladas em diversos tumores (Taipale & Beachy,
2001). Nesse contexto, a participacdo dos genes HOX no desenvolvimento
tumoral ndo poderia ser excluida. Um numero crescente de genes HOX tem sido
descrito como tendo expressado aberrante em uma grande variedade de tumores.
N&o se sabe, no entanto, qual seria 0 exato mecanismo pelo qual muito destes
genes exercem sua fungdo na tumorigénese.

Estudos iniciais apontaram um papel para os genes HOX na
oncogénese por meio de superexpressao aberrante. Contudo, a complexidade
deste processo € maior, uma vez que a expressao dos genes HOX em tumores
pode ser classificada em 3 categorias (Abate-Shen, 2002). A primeira seria
baseada numa desregulagdo tempo-espacial, ocorrendo a expressdo destes
genes nas células tumorais derivadas de tecidos onde os mesmos nao sao
frequentemente expressos (Sha & Sukumar, 2010). O gene Hoxal foi estudado
em tecidos normais, pré-neoplasicos e em adenocarcinomas de mama de
camundongos fémeas (Friedmann et al., 1994). Por meio da analise por northern
blot os autores observaram que este gene estava presente nas amostras de
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tumores e ndo era expresso nos tecidos normal e pré-neoplasico (Friedmann et
al., 1994). Ainda, utilizando-se da expressao forcada de HOXA1 em linhagem de
célula oriunda de tumor de mama (MCF-7), Zhang e colaboradores (2003)
constataram que a abundancia desse gene é capaz de promover a sobrevida
celular por prevenir apoptose por meio da super-regulacao da expressédo de BCL-
2. Os genes HOXD3 e HOXD4 sao expressos apenas por linhagens celulares
normais de mama, enquanto os genes HOXA3, HOXB1 e HOXC13 sao expressos
nas linhagens celulares tumorais (Svingen & Tonissen, 2003). HOXA7 foi
identificado por gRT-PCR em amostras de tumores de ovario benignos e
malignos, mas a sua expressao € ausente no epitélio ovariano sadio (Naora et al.,
2001). Na regiao cervical, os genes HOXA1, HOXB2, HOXB4, HOXC5, HOXC10e
HOXD13 foram encontrados apenas em tumores (Hung et al., 2003; Lopez et al.,
2006). Zhao e colaboradores (2005), ao estudarem linhagens de carcinoma de
endométrio, verificaram que HOXB13 e HOXC13 estavam expressos na maior
parte das linhagens. Os autores ainda perceberam que a inibicdo de HOXB13
utilizando-se de oligonucleotideos antisense reduz em 90% o potencial invasivo
das células tumorais. Genes do cluster C da familia HOX foram identificados em
linhagens celulares e linfonodos metastaticos de cancer de préstata. As
superexpressdes de HOXC4, HOXC5, HOXC6 e HOXC8 foram confirmadas por
meio de reacdes de RT-PCR para estas células. Ainda, a microdissecacgéo a laser
de amostras de tumores primarios de préstata confirmou a presencga destes genes
nas células tumorais mas nao nas células normais (Miller et al., 2003).
Comparando os niveis de expressado de todos os genes HOX em amostras de
carcinoma esofdgico com amostras de tecido normal por meio de gRT-PCR,
Takahashi et al. (2007) verificaram que o padréo de expresséo destes genes nos
tecidos normais condizia com 0s genes localizados na porgdo 3’, enquanto as
amostras de tecido neoplasico apresentaram um padrdo de expressdao mais 5'.
Ainda, os autores mostraram que HOXAS5, normalmente expresso por células
basais do epitélio normal, apresentava-se superexpresso nas células tumorais. Em
adicdo, por meio da analise dos niveis de expressdo de genes HOX em amostras
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de carcinoma de es6fago e mucosa esofagica normal, 13 genes HOX (HOXA10,
HOXA13, HOXB9, HOXC4, HOXC8, HOXD9, HOXD10 e HOXD13) estavam
presentes apenas em amostras de carcinoma, o que indica um possivel
envolvimento destes genes no desenvolvimento tumoral (Chen et al., 2005).

A segunda categoria é caracterizada por genes homeobox expressos
nas células normais e tumorais, estando estes, no entanto, com niveis de
expressao elevados em comparacdo as primeiras. Um bom exemplo pode ser
dado pela expressdao de HOXA9 em leucemia mieldide aguda (Golub et al., 1999).
Estes autores, por meio da analise por micro-arranjo de expressao, demonstraram
que este gene encontrava-se superexpresso em células da linhagem tumoral
quando comparado com as células mieldides normais. Essa superexpressao foi
correlacionada a um pior prognéstico e falha na resposta ao tratamento com
quimioterapicos. Maulbecker & Gruss (1993) induziram a expressao de 5 genes da
familia HOX (Hoxa1, Hoxa5, Hoxa7, Hoxb7 e Hoxc8) em duas linhagens celulares
distintas (NIH3T3 e 208). Os autores verificaram que as células transfectadas
adquiriram uma capacidade transformante, como revelado pelo crescimento
independente de ancoragem (crescimento em ensaios de soft Agar) e inducéo de
tumores em animais imunossuprimidos nude. A expressdao de HOXD13 em 79
diferentes tipos de tumores e seus respectivos tecidos normais foi estudada por
meio de ensaios de microarray de tecido. A validacado dos dados por qRT-PCR em
alguns tecidos (cérebro, endométrio, glandulas submandibular, mama, pulmao e
tecido adiposo) mostrou que a contraparte normal apresentava expressao
reduzida ou mesmo ausente de HOXD13, enquanto os diferentes tipos de tumores
utilizados para cada tecido possuiam uma superexpressao deste gene (Cantille et
al., 2009). Os genes HOXB6, HOXB8, HOXC8 e HOXC9 foram mais expressos
em linhagens celulares derivadas de poélipos intestinais e de carcinoma colo-retais
quando comparado a linhagens de células normais (Vider et al., 2000).

Por fim, a terceira classe € caracterizada por genes homeobox que
apresentam uma expressao reduzida ou silenciada em células tumorais quando os

mesmos sdo normalmente expressos nos tecidos normais. Essa regulacdo pode
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ocorrer por metilagdo de ilhas CpG nas regides promotoras dos genes HOX,
silenciamento génico por meio de microRNAs ou mesmo por RNAs néo
codificantes longos (lincRNAs) (Sha & Sukumar, 2010). Em qualquer uma destas
situagdes, os genes da familia HOX que deveriam estar expressos em tecidos
adultos diferenciados encontram-se sub-regulados. A perda da expressdao de
HOXAS5 em tumores de mama esta relacionada a perda de expressao de p53. Na
andlise de linhagens celulares de diferentes tipos de tumor de mama e de
amostras de tecido de tumores de pacientes, Raman e colaboradores (2000)
demonstraram que a expressao de p53 é coordenada por HOXAS5 e que a regido
promotora de HOXA5 encontrava-se metilada em 16 das 20 amostras de tecido
tumoral negativo para p53. Enquanto HOXB13 é expresso pela prostata, célon e
reto normais, sua expresséao foi perdida ou reduzida em 26 dos 42 (62%) tumores
analisados (Jung et al.,, 2005). Em adigdo, a superexpressdao de HOXB13 em
células tumorais de prostata (LNCaP) e cancer coloretal (CRC) contribuiu para
uma reducgao no crescimento tumoral (Jung et al., 2004; Jung et al., 2005). Diante
dos mecanismos acima descritos, conclui-se que a expressdo desregulada dos
genes HOX é capaz de interferir em diversas vias promotoras da tumorigénese. A
transformacdo e manutencdo neoplasica requerem uma alteracdo do estado
celular normal para uma situagcdo onde haja proliferacdo anormal, inadequada
diferenciacao, resposta imprépria a estimulos de morte ou mesmo perda das
propriedades normais de adesdo. Uma vez que os genes HOX aparentam ter um
papel no estado celular basal, alteragdes nos seus padrdes de expressao poderao
afetar o controle dos eventos bioldgicos associados a oncogénese (Cillo et al.,
2001; Abate-Shen, 2002; Grier et al., 2005).

Em tecidos normais a participagdo dos genes HOX na diferenciagdo
celular pode ser classificada em dois tipos. No primeiro, a expressao destes genes
€ necessaria para a indugao da maturagao terminal e diferenciagédo, funcionando
como um gene supressor de tumor (Myers et al., 2000; Myers et al., 2002). O
segundo € caracterizado pelo silenciamento desses genes (Trivedi et al., 2007;
Trivedi et al., 2008). Em tumores de prostata, a presenca de altos niveis de
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HOXC8 mRNA foi detectada em todos os tumores pobremente diferenciados, com
alto indice de Gleason (Waltregny et al., 2002). A expressao forcada de HOXD10,
o qual ndo é normalmente expresso em canceres de mama, em uma linhagem
celular tumoral altamente agressiva (MDA-MB-231) induz diferenciacdo com
formagao de estruturas similares a ductos de glandulas mamarias (Carrio et al.,
2005). A expressao génica de HOXB13 em cancer de préstata esta associada a
supressdo da transativagdo do receptor de andrégeno na linhagem LNCaP
prevenindo o crescimento tumoral (Jung et al., 2004). Em células progenitoras
hematopoiéticas, a expressdo de HOXBS3 é capaz de induzir o desenvolvimento de
leucemia mieloide e impedir a diferenciagdo linfoide normal (Lawrence et al.,
1996), enquanto HOXC4 direciona especificamente a diferenciagéo linfoblastica
(Bijl et al., 1996).

Recentes evidéncias demonstram que genes HOX possuem um papel
fundamental na proliferacao de diversos tipos celulares. Expressdo de HOXB7 em
células tumorais derivadas de melanoma e cancer de ovario induz a expressao do
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e a proliferacao celular (Caré et
al.,, 1996; Naora et al., 2001). Ao contrario dos tumores soélidos, nos quais a
expressdo desregulada de genes HOX esta associada a perda ou ganho de
funcdo, a superexpressdao de HOX em leucemias esta associada a mutacoes por
translocacdo, resultando em expressdo constitucional do gene translocado ou
regulacao alterada pelo homélogo MLL (Calvo et al., 2002). Alguns genes dos loci
A e B, quando superexpressos, sdao capazes de aumentar a proliferacdo de
determinados clones celulares e seus progenitores em leucemias (Lawrence &
Largman, 1992). Dentre eles, destaca-se HOXA9, capaz de induzir a proliferacao
de células da medula 6ssea (Calvo et al., 2002). HOXB4 induz proliferacao de
células da medula éssea via estimulacdo dos niveis protéicos de c-Jun, Fra-1 e
cicina D1 (Schmittwolf et al, 2005). E importante ressaltar que os efeitos
proliferativos dos genes HOX em tumores € especifico para cada tecido. HOXD10,
em mama (Carrio et al., 2005) e HOXB13 em coblon e reto (Jung et al., 2005)

atuam induzindo a proliferacao celular quando estao silenciados nos tumores. No
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entanto, HOXC9 e HOXD10 aumentam a proliferacdo celular de tumores de
pulmao via superexpressao dos produtos proteicos (Plowright et al., 2009).

Uma vez que o equilibrio entre proliferacdo e apoptose se encontra
frequentemente alterado na tumorigénese, a expressao aberrante de genes HOX
pode contribuir com a oncogénese permitindo a ativagdao de vias anti-apoptéticas.
Raman e colaboradores (2000) demonstraram que a regulagdo de TP53 por
HOXAS resulta em um aumento nas taxas de apoptose. O envolvimento de
HOXAS5 com a apoptose foi também relatado por Chen e colaboradores (2004) ao
verificarem que este gene é capaz de induzir a expressao de caspase 2 e caspase
8 em células de cancer de mama. O tratamento de linhagens celulares de tumor
de pulmdo de grandes células e de melanoma com HXR9, um peptideo que
interfere especificamente na ligacdo entre proteinas HOX e seus cofatores Pbx,
demonstrou que ocorre uma sobre-regulacdo de diversos genes alvo de HOX,
inclusive de FOS, previamente descrito como sendo um iniciador da apoptose
(Kasibhatia et al., 1998).

A implicagao dos genes HOX como fatores causais de caracteristicas
invasivas em alguns tumores também tem sido discutida. Estudos em linhagens
celulares de mama normal (Ma et al., 2003) e de células de tumores de ovario
(Miao et al., 2007) demonstraram que HOXB13, quando superexpresso, aumenta
a invasividade celular, bem como a proliferacdo e formacédo de colénias em
ensaios de soft 4gar. HOXB7 mostrou-se especificamente sobre-regulado em
metastases désseas e tumores primarios de mama em comparacao ao tecido
mamario normal (Wu et al., 2006). A superexpressdo deste gene em linhagens
celulares de mama e rim induziu caracteristicas de transicao epitélio-mesenquima
(TEM) com perda da expressdo de claudina 1 e claudina 7, localizagdo
inadequada de claudina 4 e E-caderina e expressao de vimentina e actina-a de
musculo liso (Wu et al., 2006). A expressao de HOXDS3 induziu a expressao de
integrina o583 e dos ativadores de plasminogénio em células endoteliais que
participam da degradacdo da matriz extracelular, indicando a participacdo de
HOXD3 em estagios invasivos da angiogénese (Boudreau et al, 1997). Uma
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inibicdo na expressdao de HOXA7 é requerida para o bloqueio da migracdo e
invasdo de mondcitos durante o processo de diferenciagdo celular (Leroy et al.,
2004).

Poucos s@o os relatos sobre o envolvimento dos genes HOX no
desenvolvimento dos CECs orais. O primeiro estudo mostrou, por meio de RT-
PCR semi-quantitativo, os diferentes niveis de expressao dos 39 genes da familia
HOX em mucosa oral normal, displasica e em CECs (Hassan et al., 2006). Em
displasias, a expressdo de HOXA2, HOXA3, HOXB3 e HOXD10 foi maior do que
em tecidos normais, enquanto que HOXA1, HOXB7, HOXB9 e HOXCS8
encontravam-se superexpressos em CECs quando comparados ao tecido
displasico. Metastases linfonodais indicaram uma maior expressdo de HOXC6 em
comparacao aos CECs primarios (Hassan et al., 2006). Destro e colaboradores
(2009) demonstraram que a expressao de HOXB?7 foi significativamente maior em
CECs quando comparado a mucosa oral normal. Quando da superexpressao
deste gene em linhagem de queratindcitos HaCaT, notou-se aumento na
proliferacao celular. O efeito de HOXB7 na proliferagdo pode ser confirmado apos
silenciamento deste gene em linhagem SCC9 de carcinoma de lingua, onde houve
marcada reducéo da proliferacao celular. Em 35 amostras de carcinomas orais, a
presenca de HOXB?Y foi significantemente correlacionada ao potencial proliferativo
do tumor, como revelado pela marcacao imuno-histoquimica para Ki67 (Destro et
al., 2009). A expressado de HOXB?7 ainda foi correlacionada ao tamanho do tumor
(T), comprometimento linfonodal (N), estagio da doenga, menor sobrevida global e
menor periodo livre de doenca apds tratamento. Posteriormente, em uma amostra
independente de 115 CECs orais, Bitu et al. (2012a) demonstraram que a
expressao de HOXB7 é um marcador independente do prognéstico do cancer oral.
Em modelo de carcinogénese quimio-induzida em ratos, os niveis de expresséo e
producdo de HOXC5 foram progressivamente aumentando na displasia em
comparacao ao tecido normal e hiperplasico (Moon et al., 2012). Por meio de
hibiridizacao in situ, Liborio e colaboradores (2011) identificaram uma reducéo no
padrdao de expressdao de HOXA7 em amostras de CEC oral em comparacao ao

25



tecido oral nao-neoplasico, sugerindo um envolvimento deste gene na
carcinogénese oral. A superexpressao de HOXB5 em CECs orais foi verificada por
Tucci e colaboradores (2011), apds analisarem 15 pares de amostras de mucosa
oral normal e CEC, sem que no entanto houvesse quaisquer correlagdo com o
estadiamento tumoral ou grau de diferenciacdo histolégica. Apés verificar que
HOXA1 encontrou-se superexpresso em CECs orais em comparagdo com a
mucosa oral normal, Bitu et al (2012b) verificaram que a presenca deste gene foi
significativamente associada ao estadios T e N e ao potencial proliferativo tumoral,
além de ser um fator preditivo de pior sobrevida dos pacientes portadores de CEC.
Ap6s andlise multivariada, HOXA1 se mostrou como um fator prognéstico
independente para CECs orais. Ainda, os autores verificaram que a expressao
forcada de HOXA1 em linhagem de queratindcitos HaCaT foi capaz de induzir a
proliferacao destas células, enquanto que o silenciamento deste gene em células
SCC9 de CEC de lingua reduziu significativamente o potencial proliferativo.

2.7 HOXA10

Durante a embriogénese, devido a sua localizacdo mais préxima a
porcdo 5’, o gene HOXAT10 costuma ser expresso em regidées mais caudais do
embrido (Grier et al, 2005; Lappin et al, 2006), e sua participacdo no
desenvolvimento uterino tem sido amplamente estudada (Benson et al., 1995;
Satokata et al., 1995). Em tecidos adultos, HOXA10 esta presente em endométrio,
além de estar envolvido ativamente durante o ciclo menstrual com expressao
elevada durante as fases secretorias intermediaria e tardia (Taylor et al.,, 1998;
Daftary & Taylor, 2006). Interessantemente, a expressao desregulada de HOXA10
tem sido frequentemente associada a infertilidade (Matsuzaki et al., 2009; Sun et
al., 2009). Lu et al. (2008) demonstraram que a infertilidade associada com niveis
reduzidos de HOXA10 é resultado da perda de inducdo da proliferagéo celular
promovida pelo gene. Em adicao, estes autores demonstraram por meio de uma
analise global que inumeros genes com papel na proliferacdo celular séo
controlados por HOXA10, incluindo CDC2 e CCNB2. HOXA10 também possui
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participacdo crucial na diferenciacdo de células da linhagem mielomonocitica
(Lowney et al., 1991). HOXA10 atua regulando a transcricdo de CYBB e NCF2,
normalmente expressos em células mieldides apds a fase promielocitica de
diferenciacdo e sdo ativamente transcritos até a morte celular (Newburger et al.,
1988). HOXA10 é responsavel pela regulacdo de ITGB3, gene responsavel pela
codificacdo da integrina avp3, associada a adesao a fibronectina e regulacao de
diversos aspectos da resposta inflamatéria em fagdcitos maduros (Bei et al.,
2007).

A expressdao de HOXA10 em cénceres parece ser dubia e dependente
do tecido de origem do tumor, visto que tanto inducdo como inibicao da expressao
desempenha papel importante em diferentes tipos de cancer. As primeiras
observacbes da relacdo do gene HOXA10 em neoplasias ocorreram em
leucemias. A reconstituicdo da medula 6ssea de camundongos com células
progenitoras que superexpressavam HOXA10 induziu disturbios mieloproliferativos
com acumulo de células fagocitarias maduras no sangue periférico e tecidos, que
posteriormente, resultavam em leucemias mieldides agudas (Thorsteinsdottir et
al., 1997). Wang e colaboradores mostraram que a ativagdo do produto do gene
SHP2, que é freqliientemente mutado em leucemias, coopera com HOXA10 na
progressao das desordens mieloproliferativas para leucemias mieldides crénicas,
e que a fosforilagdo de HOXA10 reduz a ligacdo ao DNA durante a diferenciacéo
mieldide induzida por interferon y em linhagens de células leucémicas (Wang et
al., 2007; Wang et al., 2009). A expressao estavel de HOXA10 na linhagem celular
leucémica U937 induziu a expressédo do gene CDKN1A, bloqueando o ciclo celular
e promovendo a diferenciacdo celular (Bromleigh & Freedman, 2000). Estes
autores demonstraram que a direta ativagéo de p21 por HOXA10 é dependente da
formacao do tetramero HOXA10-PBX1-MEIS1, sugerindo que os efeitos de
HOXA10 na proliferacdo celular podem ser distintos dependendo da
disponibilidade de co-fatores.

Além do seu papel no desenvolvimento de leucemias, a expresséo
desregulada de HOXA10 é comumente observada em tumores ginecolégicos
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(Lane et al., 2004). Por meio de andlise imuno-histoquimica, a expressdo de
HOXA10 foi identificada em carcinomas de endométrio, cuja metilacao das ilhas
CpG na regido promotora estd associada a uma redugéo no grau de diferenciagéo
celular (Yoshida et al., 2006). Os mesmos autores verificaram que a expressao
forcada de HOXA10 em linhagem de células de carcinoma de endométrio inibiu o
comportamento invasivo (Yoshida et al,, 2006). Resultados semelhantes foram
verificados por Andikyan & Taylor (2009). Os autores ainda verificaram que WT-1
reprime a expressao de HOXA10 associada aos diversos graus histoldgicos de
diferenciacao tumoral. A expressdo de HOXA10 foi ainda identificada em tecidos
mamarios normal e tumoral, bem como em linhagem celular MCF-7 de cancer de
mama, mas este gene mostrou-se ausente na linhagem tumoral BT20 (Chu et al.,
2004). Quando da superexpressdao de HOXA10 em células BT20, notou-se um
aumento na expressao proteica de p53, além de uma reducdo do potencial
invasivo destas células em matrigel (Chu et al.,, 2004). HOXA10 também foi
associado a tumores do sistema nervoso central. Estudos com 63 amostras de
gliomas mostraram uma correlacdo entre os niveis de metilacdo de HOXA10 e
grau de diferenciacao tumoral de acordo com a classificacdo da OMS (Di Vinci et
al., 2012). Em glioblastomas, hipermetilagdo de HOXA10 estava significativamente
associada com aumento na sobrevida (Di Vinci et al, 2012). Em esbéfago, a
expressdao de HOXA10 foi observada em carcinomas, mas ndo em tecido normal
(Chen et al., 2005).

Hassan e colaboradores (2006), em estudo que avaliou todos os
membros da familia HOX em tecidos orais, encontraram uma expressao similar de
HOXA10 entre os tecidos normal, displasico e tumoral. Yamatoji e colaboradores
(2010), em reacgdes de qRT-PCR para amostras de mucosa normal e de CEC oral,
verificaram que HOXA10 encontrava-se expresso em tumores, ao contrario do
tecido sadio. Esses autores também verificaram o nivel de expressdo de HOXA10
em diversas linhagens celulares de CEC oral e compararam aos niveis de
linhagem de queratindcitos orais normais. Observou-se que as linhagens tumorais

apresentavam diferentes niveis de expressao de HOXA10, sempre mais altos em
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comparagéo a linhagem ndo tumoral. Em estudos prévios realizados pelo nosso
grupo (Bitu et al., 2008; Destro et al., 2008), nds verificamos o perfil de expressao
de todos os membros da familia HOX de genes homeobox em pares de amostras
de tecido oral normal e CEC, e ainda em amostras de mucosa oral normal de
individuos sem histérico de alcoolismo ou tabagismo. Dentre o0s genes
diferencialmente expressos estava HOXA10, que nao foi detectado em amostras
de mucosa oral normal de pacientes sem exposi¢cao aos principais fatores de risco
para o cancer oral, mas foi observado em 72% das amostras de cancer (Bitu et al.,
2012a), sugerindo que a expressao de HOXA10 pode contribuir para a

tumorigénese oral.
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3  PROPOSICAO

3.1 Confirmar a superexpressdao do gene homeobox HOXA10 em amostras de
CEC oral;

3.2 Estudar o efeito da superexpressdo do gene HOXA10 sobre a proliferagéo,
apoptose, adesdo, TEM, migracdo e invasdo em linhagem celular HaCaT de

queratindcitos imortalizados mas néo transformados;

3.3 Estudar o efeito da inibigdo do gene HOXA10 em linhagem celular de CEC
oral HSC-3.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacio do Comité de Etica

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com
as normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos, deliberacao
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-
UNICAMP (processo 060/2006; anexo).

4.2 Amostras

Fragmentos de mucosa oral normal foram coletados de 12 individuos
saudaveis sem histéria de tabagismo e etilismo submetidos a tratamento cirurgico
para remocao de ledes benignas comuns no Orocentro da FOP-UNICAMP. As
amostras de CEC foram coletadas no interior da leséo, evitando areas de necrose,
de 12 pacientes atendidos no Orocentro. A idade destes pacientes variou de 45 a
65 anos, com uma média de 55,25 anos (x 6,94). A caracterizacao clinico-
patolégica dos pacientes esta descrita na tabela 1. Os fragmentos foram
armazenados em freezer -80°C até posterior isolamento do RNA e sintese de
cDNA. Para analise imuno-histoquimica, foram utilizados 10 amostras de mucosa
oral normal e 14 amostras de CEC oral dos arquivos do Laboratério de
Histopatologia da FOP-UNICAMP.
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Tabela 1. Caracterizacao clinico-patolégica das amostras dos pacientes com CEC

oral
Parametro Numero de Pacientes
n Y%

Género

Masculino 11 91,6

Feminino 1 8,4
Habito de Fumar

Sim 8 66,6

Néo 1 8,4

Ex-fumante 3 25
Habito de beber

Sim 5 41,6

Néo 4 33,3

Ex-etilista 3 25,1
Localizacao

Lingua 6 50

Assoalho bucal 3 25

Rebordo alveolar 2 16,6

Palato mole 1 8,4
Diferenciacao
histopatologica (OMS)

Bem diferenciado 4 33,3

Moderadamente diferenciado 7 58,3

Pobremente diferenciado 1 8,4
Total 12 100

4.3 Analise Imuno-Histoquimica

O protocolo utilizado foi o da técnica estreptoavidina-biotina-peroxidase.
Cortes com 3 um foram tratados com solu¢ao aquosa de 3% H»>O; para inativar a
peroxidase enddgena e em seguida submetidos a recuperagao antigénica em
solugdo de 10 mM &cido citrico pH 6.0 em panela de pressao elétrica por 15 min.
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ApGs lavagem com solugao salina tamponada com fosfato (PBS), os cortes foram
tratados com 1% albumina sérica bovina (BSA, Sigma) por 1 h e entdo incubados
com os anticorpos primarios por 16 h a 4°C. Foram utilizados 3 dos 9 anticorpos
anti-HOXA10 disponiveis no mercado: anti-HOXA10 (clone A20) da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, USA) e anti-HOXA10 (ab48021 e ab23392) da Abcam
(Cambridge, USA). Em seguida, as laminas foram incubadas com o sistema LSAB
como recomendado pelo fabricante (LSAB+ System-HRP kit, Dako). As reacdes
foram reveladas em solugdo contendo 0,6 mg/ml de 3,3 diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB) (Sigma-Aldrich, USA), 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO) e
0,1% de H»O,. A contra-coloragédo foi realizada com hematoxilina de Mayer.
Controles negativos e positivos foram sempre realizados. Os controles positivos
representaram tecido de endométrio normal, com marcacdo imuno-histoquimica
sabidamente positiva para HOXA10 (Matsuzaki et al., 2009; Langendonckt et al.,
2010), e os controles negativos foram realizados pela omissdo do anticorpo

primario.

4.4 Culturas Celulares

Este estudo utilizou as linhagens celulares humanas HaCaT e HSC-3. A
linhagem comercial HaCaT de queratindcitos normais imortalizados mas nao
transformados (Boukamp et al., 1988) foi gentiimente cedida pelo Dr. André
Vettore (Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, Sdo Paulo-SP). As células
HaCaT foram cultivadas em DMEM (Invitrogen, USA) contendo 10% de soro fetal
bovino (FBS, Cultilab Ltda, Brasil) e antibiéticos (Invitrogen, USA). A linhagem
celular comercial HSC-3 de origem em tumor de lingua (Japan Health Science
Research Resources Bank, JRCB 0623) foi gentilmente cedida pela Profa. Dra.
Tuula Salo (Universidade de Oulu, Oulun Yliopisto, Oulu-Finlandia) e foi cultivada
em DMEM/F-12 (Invitrogen, USA), suplementado com 10% de FBS, 100 IU/ml
penicilina (Invitrogen, USA), 100 pg/ml estreptomicina (Invitrogen, USA), 50 [U/ml
nistatina (Invitrogen, USA), 25 ug/ml anfotericina-B (Invitrogen, USA) e 0,4 pg/ml
hidrocortisona (Sigma-Aldrich, USA).
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4.5 Plasmideos, Transfeccao e Selecdo de Células Superexpressando
HOXA10

O plasmideo de expressao pSRa contendo a sequéncia normal e
completa do cDNA do gene HOXA10 foi gentilmente doado pela Dr. Elizabeth A.
Eklund, Jesse Brown Veterans Affairs Medical Center (Chicago-IL, USA). A
transfeccdo dos vetores foi realizada por meio do método de lipossomos,
utilizando Lipofectamine 2000™ (Invitrogen, USA). Em esséncia, células cultivadas
a uma confluéncia de 50-60% foram tratadas por 24 h com 3 ml de Opti-MEM
(Invitrogen, USA), contendo 6 pl de Lipofectamine 2000™ (1 ug/ul) e 4 ug do
plasmideo de interesse. Apds o periodo de transfeccéo, as células foram lavadas
e cultivadas em DMEM contendo 10% de FBS até a confluéncia, e foram, entao,
expandidas 1:10 e cultivadas em meio de cultura seletivo contendo o antibi6tico
Geneticina G418 (400 pg/ml) (Invitrogen, USA). Para a selecao dos clones as
células foram plaqueadas em baixa densidade e cresceram formando colbnias, ou
seja, clones de uma unica célula. Estas colénias foram isoladas e propagadas por
tripsinizacdo com o auxilio de anéis de clonagem de 8x8 mm (Millipore, Billerica,
MA, USA). As células de cada colbénia foram transferidas para uma placa de
cultura de 24 wells, cultivadas, expandidas e congeladas em nitrogénio liquido. A
confirmagdo da super-expressdo estavel do gene HOXAT10 foi realizada por
ensaios de qRT-PCR e western blot (anti-HOXA10, clone A20, Santa Cruz, USA).

4.6 Transducao Viral e Selecao de Células Neutralizadas para o Gene
HOXA10

Células Phoenix foram plagueadas a uma confluéncia de 70-80% em
placas de cultura de 6 pocos e transfectadas com o vetor retroviral carreando a
sequéncia de short harpin RNA (shRNA) para HOXA10. Resumidamente,
preparou-se uma solucdo contendo 250 pl de meio OptMEM® e 8 pl de
Lipofectamine 2000® (por cada transfecgdo), a qual foi incubada por 5 min em

temperatura ambiente. Em outro tubo, 4 ug do vetor retroviral para silenciamento
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do gene HOXA10 (Sistema HuSH-29; OriGene Technologies, USA) foi adicionado
a uma solucdo contendo 0,4 pug de pVSV-G (plasmideo responsavel pelo
envelopamento viral) e 1 ml de OptiMEM®. As duas solucdes foram entdo
misturadas e incubadas por 20 min a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a
solucao foi gotejada sobre as células empacotadoras cultivadas em OptiMEM por
24 h. Passado esse periodo, 0 meio de cultura das células foi trocado por DMEM
contendo 1 g/l de glicose e 10% de FBS. Apds 24 h esse meio contendo particulas
virais foi coletado e novo meio foi adicionado as células Phoenix. O meio coletado
foi centrifugado por 5 min a 1000 rpm e adicionado as células alvo, HSC-3. O
mesmo procedimento foi repetido por 4 vezes, quando as células Phoenix
entraram em confluéncia e foram descartadas. As células alvo transfectadas foram
entdo submetidas a selecdo com antibiético seletivo (Puromicina, USA) por 15
dias. A confirmacao da neutralizagcdo da expressado do gene HOXA10 foi realizada
por ensaios de qRT-PCR e western blot.

4.7 gRT-PCR
4.7.1 Isolamento do RNA Total

RNA total foi isolado com o reagente TRIzol (Invitrogen, USA). Células
e tecidos foram lavados com PBS gelado e 4 ml de TRIzol foi adicionado e
mantido por 5 min a temperatura ambiente. Para as amostras teciduais, no intuito
de aumentar a eficdcia na extracdo do RNA dos tecidos, as amostras foram
trituradas com o auxilio do homogenizador de tecido. Apds a transferéncia da
solucdo para tubos de 15 ml, adicionou-se 1,6 ml de cloroférmio a cada tubo,
seguido de agitacao vigorosa por 15 s. Em seguida os tubos foram incubados por
3 min em temperatura ambiente e imediatamente centrifugados por 15 min a
12.000 g a 4°C. A fase aquosa da solugéo foi, entédo, transferida para novos tubos
e 4 ml de alcool isopropilico foi adicionado para precipitacdo do RNA. Apods
homogeneizacao suave e incubacgéo por 10 min a temperatura ambiente, os tubos
foram centrifugados novamente por 10 min a 12.000 g a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de RNA lavado com 8 ml de 75% etanol. Nova
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centrifugagéo a 7.500 g foi realizada a 4°C por 5 min. O precipitado foi seco e
ressuspenso em agua livre de DNases e RNases e estocado em freezer -80°C até

0 momento de sua utilizagao.

4.7.2 Analise da Concentracao e Integridade do RNA

A concentracdao do RNA foi determinada por espectrofotometria com
comprimento de onda de 260 e 280 nm (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). A
pureza e integridade do RNA isolado foram determinadas por gel de agarose a
1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentracdo de 37% e 0,2 ug de
brometo de etidio. Um pg de RNA foi misturado a 5x tampéao de aplicagao (solugao
aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25% xilenocianol) e
aplicados no gel. Apds eletroforese a 100 V, o gel foi documentado com o sistema
Kodak Digital Science™ equipado com camera digital DC40 (Eastman Kodak Co.,
USA).

4.7.3 Sintese de cDNA

Dois pg de RNA total foram incubados com enzima a DNAse |
AmpGrade, (Invitrogen, USA) por 15 min a temperatura ambiente para eliminac¢ao
de contaminacdo por DNA gendmico. A enzima foi entdo inibida por meio da
adicdo de 1 pl de EDTA a 25 mM pH 8 (Invitrogen, USA) e levada ao termociclador
para aquecimento a 65°C por 10 min. Seguiu-se com a adi¢ao de 1 pl de Oligo-dT
(0,5 mg/ml; Invitrogen, USA) e 1 pl da mistura de dNTPs a 10 mM (Invitrogen,
USA). Apds incubagédo por 5 min a 65°C, e posterior resfriamento das amostras
em gelo por 1 min, adicionou-se 4 pl de 5x tampao de sintese (200 mM Tris-HCI
pH 8,4 e 500 mM KCI), 2 pyl DTT a 0,1 mM e 1 pl da enzima RNaseOUT
(Invitrogen, USA), e a amostra voltou ao termociclador por mais 2 min, a 42°C. Por
fim, 1 pl da enzima SuperScript Il RT (Invitrogen, USA) foi adicionada aos tubos e
0s mesmo, entdo, incubados em termociclador por 50 min a 42°C e 15 min a 70°C.
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4.7.4 Reacoes de qRT-PCR

Todos o0s experimentos foram realizados no aparelho StepOnePlus
Real Time PCR System (Applied Biosystems Inc., USA) em um volume final de 25
pl. Para os genes estudados (HOXA10, GAPDH, PPIA, N-caderina, E-caderina e
B-catenina; Tabela 2) foram realizados cinética de amplificagdo numa reacao de
gRT-PCR usando diferentes concentracoes de primers e diferentes diluicdes de
uma mesma amostra. As concentragées dos primers foram padronizadas
considerando a utilizagdo das menores concentracdes possiveis, a fim de evitar a
formagdo de dimeros, e a obtencdo dos menores valores de CTs. Obtidas as
condicOes ideais, cada reagao foi realizada na presenca de 12,5 yl de SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Inc., USA), 2 pl de uma solugéo 10
nM de cada primer, 1 pyl de cada amostra de cDNA e H,O DNase/RNase free
g.s.p- 25 yl. As reacdes foram realizadas em ftriplicatas em placas de 96 wells
MicroAmp® Optical (Applied Biosystems Inc., USA). As condi¢des de amplificagéo
consistiram em 2 min a 50°C para a ativagdo da enzima AmpErase (Applied
Biosystems Inc., USA), 10 min a 95°C para a ativagdo da enzima AmpliTaq gold
DNA polymerase (Applied Biosystems Inc., USA), seguidos de 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C durante 15 s e 1 min a 57°C para o pareamento dos primers
e extensdo. Ao final da amplificacdo foi adicionado uma etapa de 20 min de
duracao, na qual a temperatura aumentou gradualmente de 57°C para 95°C a
0,2°C por s com a continua aquisicao da fluorescéncia (Morrison et al., 1998).
Para determinar a eficiéncia de amplificagdo dos primers especificos para o
transcrito de interesse e normalizadores (GAPDH ou PPIA) foi construida uma
curva padrao utilizando 4 diferentes concentracées de cDNA em triplicata (1; 0,5;
0,25 e 0,125 ng) obtidas por meio de diluicdo seriada de cDNA das respectivas
linhagens celulares estudadas (HaCaT e HSC-3).
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Tabela 2. Pares de primers usados nas reacdes de qRT-PCR.

Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Antisense (5'-3’)
HOXAT10 GGTACGGACAGACAAGTGAAAATCTT GGAAGTGAAAAAACCGCGTCGCCTGG
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
PPIA GCTTTGGGTCCAGGAATGG GTTGTCCACAGTCAGCAATGGT
N-caderina TGGGAATCCGACGAATGG GCAGATCGGACCGGATACTG
E-caderina ACAGCCCCGCCTTATGATT TCGGAACCGCTTCCTTCA
B-catenina TGCCATTCCACGACTAGTTCAG CGTACGGCGCTGGGTATC

4.7.5 Analise da Expressao Génica

A expressédo diferencial dos transcritos alvo foi determinada pelo
método de quantificacao relativa a um gene normalizador (GAPDH ou PPIA).
Calculou-se a expressdo génica pela equacao matematica proposta por Pfaffl
(2001), que analisa individualmente as eficiéncias de amplificacdo de cada gene
(E). Para a linhagem celular HaCaT utilizou-se como gene normalizador o
GAPDH, enquanto PPIA foi utilizado para as reagdes com a linhagem celular
HSC-3.

4.8 Western Blot

Culturas celulares foram coletadas, lavadas em PBS e incubadas com
tampao de lise ANITA (20 mM Tris pH 8, 137 mM NaCl, 10% Glicerol, 2 mM
EDTA, 10 mM NaF, 1 mM NazVO,, 0,5% sédio dodecil sulfato (SDS), 1 mM
fluoreto de metilfenilsulfonil (PMSP), 1 mM N-etilmaleimida, 1 mM ditiotreitol
(DTT), 10 mg/ml inibidor de tripsina, 1 mg/ml leupeptina e 1 mg/ml aprotinina).
Apéds centrifugac@o e determinacdo da dosagem proteica, misturou-se 80 pg de
proteina total de cada amostra com tampao de amostra redutor (2% SDS, 125 mM
Tris-HCI pH 8, 10% glicerol, 0,001% azul de bromofenol e 20% DTT), fervida por
10 min e separada eletroforeticamente em gel 12% SDS-PAGE. O material
eletroforizado foi transferido para uma membrana de nitrocelulose (poro de 0,45
mm; Hybond, Amershan Pharmacia Biotech, USA). As membranas foram
bloqueadas por 16 h a 4°C com TBST acrescido de 10% leite desnatado e
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incubadas com anticorpos primarios anti-HOXA10 (clone A20, Santa Cruz, USA) e
anti-p21 (clone C-19, Santa Cruz, USA) por 2 h. Apds lavagem, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase e
reveladas com o kit de quimioluminescéncia seguindo normas do fabricante
(Amershan Pharmacia Biotech, USA). A membrana foi entdo envolta por plastico e
exposta ao filme radiografico.

4.9 Analise da Proliferacao Celular

A analise da proliferacdo celular foi realizada pelo método de
incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrDU) ao DNA. Para isso, células foram
plaqueadas na concentragdo de 3x10° células por poco placas de 96 pocos e
cultivadas a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO2. Apds 48 h de cultivo
na auséncia de FBS para promoc¢ao do sincronismo celular, a proliferacao celular
foi induzida pelo cultivo com meio contendo 10% de FBS. Transcorridas 24 h de
inducéo da proliferacao celular, adicionou-se BrdU (Cell Proliferation ELISA BrdU
Colorimetric, Roche Applied Science, Germany) na diluicdo de 1:10. Apos 2 h de
incorporacao, o meio de cultura foi removido e seguiu-se o protocolo descrito pelo
fabricante. A placa foi entdo levada para leitura da absorbancia em leitor de ELISA
no comprimento de onda de 370 nm com corre¢cao em 492 nm.

4.10 Ensaio de Apoptose

A marcacao com anexina V-FITC com posterior andlise por citometria
de fluxo foi utilizada no intuito de determinar o indice de apoptose celular. As
células em cultura foram coletadas, lavadas com PBS e ressuspensas em tampéao
de ligagdo (10 mM HEPES pH 7.4; 150 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM MgCl, e 1,8
mM CaCl,) contendo anexina V-FITC na concentracdo de 1:500. Apdés marcacao
por 20 min no escuro, a temperatura ambiente, as células foram lavadas com
tampao de ligacao, centrifugadas a 3000 rpm por 3 min e o pellet foi ressuspenso
em tampao de ligacdo contendo 0,1% de paraformaldeido. As células foram

mantidas em geladeira até o momento da leitura no citbmetro de fluxo
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FACScalibur, equipado com um laser de argbnio (Beckton-Dickinson, USA). Um
minimo de 10.000 eventos foi analisado para cada amostra.

4.11 Analise da Transicao Epitélio-Mesénquima (TEM)

O papel do gene HOXA10 na TEM foi verificada por western blot e qRT-
PCR avaliando os marcadores N-caderina, E-caderina e B-catenina. As reacdes
foram realizadas como descrito previamente. Tabela 3 descreve os anticorpos
primarios especificos contra as proteinas de interesse, enquanto que a tabela 2
descreve as sequencias dos primers utilizados nas reac¢des de qRT-PCR.

Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados nos experimentos de Western Blot para
avaliacao das proteinas associadas a TEM.

Anticorpo Clone Fornecedor Diluigao
N-caderina 32/N-cadherin BD Biosciences 1:2500
E-caderina 36/E-cadherin BD Biosciences 1:2000
B-catenina 14/B-catenin BD Biosciences 1:1000

4.12 Ensaio de Adesao Celular

A influéncia de HOXA10 na adesao celular foi verificada em
superficies tratadas com proteinas da matriz extracelular (colageno tipo | e
fibronectina) ou na superficie sem tratamento (plastico). No dia anterior ao
experimento, pocos de uma placa de 96 pocgos foram sensibilizados com 100 pl de
PBS contendo 10 pg/cm? de colageno tipo | e 5 pg/cm? de fibronectina (BD
Biosciences, EUA) por 16 h a 4°C, em camara Umida. No dia do experimento,
os pocos foram lavados 3 vezes com 200 pl de PBS e preenchidos com
mesmo volume de 3% BSA em PBS. Este bloqueio ocorreu por 2 h a
temperatura de 37°C. Durante este periodo, as células foram liberadas das
placas de cultura pela agdo de tripsina, ressupendidas em meio de cultura
contendo 10% de FBS e diluidas a uma concentracéo final de 1x10* células por
100 pl de meio de cultura. Ap6és a lavagem dos pocos, 100 pl da solucao
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contendo células foram adicionados e incubados por 1 h, a 37°C em atmosfera
umida contendo 5% CO,. Apds 3 lavagens com PBS para remocao das células
ndo aderidas, as células foram fixadas com solugdo de 10% formalina por 15
min. O numero de células aderidas foi determinado pela coloracdo com azul de
toluidina (Humphries, 2001). Resumidamente, as células foram lavadas e
coradas com 1% azul de toluidina em solugdo aquosa de 1% borax por 5 min.
Apos exaustiva lavagem para remogao do excesso de corante, 100 pl de solugao
aquosa de 1% SDS foi adicionado e incubado por 5 min. O conteludo de cada
poco foi transferido para uma placa de ELISA e absorbancia foi medida no

comprimento de onda de 655 nm.

4.13 Ensaio de Migracao Celular

Ensaios de migragéo foram realizados no sistema Transwell (Coletta et
al., 2008), utilizando-se de insertos de 6,5 mm de didmetro com membrana de
policarbonato contendo poros de 8 um (Transwell®, Corning, USA). Células
cultivadas na auséncia de FBS por 48 h foram tripsinizadas e levadas a uma
concentragdo de 8x10* células/200 pl de meio de cultura sem FBS. A camara
inferior do sistema recebeu 500 ul de meio de cultura acrescido de 10% de
FBS (fator quimiotatico), enquanto a camara superior recebeu 200 ul da solucéo
de células. As células foram incubadas a 37°C em atmosfera umida contendo 5%
CO; durante 24 h. Os insertos foram inseridos em pocos contendo 500 ul de
solucao de formalina 10% por 15 min no intuito de fixar as células. Os mesmos
foram, entdo, lavados e corados com 1% azul de toluidina em solu¢cdo aquosa
de 1% bérax por 5 min. Ap6s exaustiva lavagem para remocado do excesso de
corante, os insertos foram limpos com hastes flexiveis contendo algoddes nas
extremidades no intuito de remover residuos de corante e, também, as células que
nao migraram através da membrana. Imergiram-se os insertos em 250 pl de
solugdo aquosa de 1% SDS e incubou-se por 10 min. O conteldo de cada pogo
foi transferido para uma placa de ELISA e absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 655 nm.
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4.14 Ensaio de Invasao Celular com Matrigel

Ensaios de invasao foram realizados no sistema Transwell/Matrigel. Os
insertos de 6,5 mm de diametro com membrana de policarbonato contendo poros
de 8 um (Transwell®, Corning, USA) receberam uma fina camada de Matrigel
diluido 1:4 em meio de cultura (50 ul, BD Biosciences, USA) e foram
incubados a 37°C por 2 h. Durante este periodo, células cultivadas na
auséncia de FBS por 48 h foram tripsinizadas e levadas a uma concentragao
de 8x10* células/200 pl de meio de cultura sem FBS. A camara inferior do
sistema recebeu 500 pl de meio de cultura acrescido de 10% FBS (fator
quimiotéatico), enquanto a camara superior recebeu 200 ul da solugdo de células.
As células foram incubadas a 37°C em atmosfera umida contendo 5% CO;
durante 72 h. Os insertos foram inseridos em pocos contendo 500 ul de solucao
de formalina 10% por 15 min no intuito de fixar as células. Os insertos foram
lavados e corados com 1% azul de toluidina em solu¢cdo aquosa de 1% bdérax
por 5 min. Apds exaustiva lavagem para remogado do excesso de corante, os
mesmos foram limpos com hastes flexiveis contendo algoddes nas extremidades
no intuito de remover o excesso de matrigel e também as células que nao o
invadiram. Imergiram-se os insertos em 250 pl de solu¢cdo aquosa de 1% SDS e
incubou-se por 10 minutos. O conteludo de cada pocgo foi transferido para uma
placa de ELISA e absorbancia foi medida no comprimento de onda de 655 nm.

4.15 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata ou quadruplicata
e repetidos, pelo menos, 3 vezes. Os dados sao apresentados como porcentagem
relativa da média + desvio padrdao de experimentos independentes em relacdo ao
controle. Mann-Whitney foi o teste de escolha e o nivel de significancia empregado
foi de 5% (p<0,05). As analises estatisticas e os graficos foram realizados com o
programa GraphPad Prism®, versao 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Expressao de HOXA10 em Amostras de Mucosa Oral Normal e CECs
Orais

Para confirmar a superexpressdo do gene HOXA10 na oncogénese
oral, reacbes de qRT-PCR foram realizadas para comparar 0s niveis
transcricionais de HOXA10 em amostras de mucosa oral normal e CEC. Como
esperado, a expressao de HOXA10 foi significantemente mais elevada em
amostras de CEC oral quando comparado com amostras de tecido normal
(p=0,0023; Fig. 2). Para as reagdes imuno-histoquimicas foi possivel detectar
imunoreatividade no tecido de endométrio normal utilizado como controle positivo.
N&o houve, no entanto, marcagao positiva para nenhum dos casos de mucosa oral

normal e CEC analisados (Fig. 3).
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Figura 2. HOXA10 é significantemente mais expresso em amostras de CEC oral
comparado com mucosa oral normal. Doze amostras de mucosa oral normal e 12
de CEC oral foram submetidas a analise por qRT-PCR para HOXA10 e GAPDH,
usado como normalizador da reagao. *p=0,0023
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Figura 3. Analise imuno-histoquimica de HOXA10. Note a intensa e especifica
marcagao nuclear para HOXA10 nas células estromais na amostra de endométrio
normal usada como controle positivo (A). Nenhuma das amostras de mucosa oral
com epitélio normal (B) e CEC (C) demonstrou positivamente para HOXA10.
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5.2 Efeitos da Superexpressao do Gene HOXA710 na Linhagem de
Queratinécitos HaCaT

No intuito de verificar os efeitos da superexpressdao de HOXA10 na
oncogénese oral, optou-se por superexpressar este gene em uma linhagem de
queratindcitos imortalizados mas nao transformados com pequenos niveis
enddgenos de expressdao de HOXA10. Um clone com expressao estavel foi
estabelecido apos transfecgédo das células HaCaT com plasmideo pSRaHOXA10
e consequente aquisicdo da resisténcia ao antibidtico seletivo G418. As figuras 4 e
5 ilustram por ensaios de qRT-PCR e western blot, respectivamente, o sucesso da
superexpressao de HOXA10.
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Figura 4. Caracterizacdo do clone celular superexpressando HOXA10. Apds
selecdo dos clones celulares, ensaios de gRT-PCR foram realizados para verificar
os niveis de expressao de HOXA10. Note a superexpressdo de HOXA10 no clone
transfectados com o plasmideo especifico.
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Figura 5. Caracterizacao dos clones celulares de células HaCaT por ensaios de
western blot. Os niveis proteicos de HOXA10 nao foram detectados por ensaios
de western blot nas células HaCaT-Controle, enquanto que a superexpressao foi
evidente na linhagem HaCaT-HOXA10.

O primeiro fenétipo avaliado nos clones celulares foi o indice de
proliferacdo celular, que foi determinado por meio da incorporagédo de BrDU ao
DNA celular. Nao existiu diferenca estatisticamente significante entre o potencial
proliferativo do clone HaCaT-HOXA10 quando comparado com o clone HaCaT-
Controle (Fig. 6). A influéncia da superexpressdao de HOXA10 sobre a taxa de
apoptose celular foi verificada pela marcagdo com Anexina V-FITC e posterior
deteccao por citometria de fluxo. A superexpressdo de HOXA10 também néo
exerceu nenhum efeito significante sobre a taxa de morte celular programada das
células HaCaT (Fig. 7).

Para a analise da perda de caracteristicas epiteliais no clone que
superexpressa HOXA10, nés investigamos inicialmente os niveis de expressao
dos marcadores N-caderina, E-caderina e B-catenina por meio de reacdes de qRT-
PCR. A expressdao de N-caderina foi significantemente maior no clone HaCaT-
HOXA10 em comparacao ao clone HaCaT-Controle (p=0,028, Fig. 8). Embora a
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expressdao de E-caderina ndo tenha sofrido influencia da superexpressdo de
HOXA10, os niveis de B-catenina foram significantemente maiores no clone
HaCaT-HOXA10 (p=0,039; Fig. 8). A analise por western blot indicou que embora
a superexpressao do mRNA de N-Caderina e B-catenina tenham sido moduladas
pela superexpressdo de HOXA10, os niveis proteicos de nenhum dos marcadores
de TEM foi alterado (Fig. 9).

A influéncia de HOXA10 na adesao celular foi testada em superficies
tratadas com colageno tipo | e fibronectina. Como controle, a adeséo diretamente
ao plastico (superficie sem tratamento) foi utilizada. Notou-se que o clone HaCaT-
HOXA10 apresentou diferenca significantemente menor (p=0,0310) na adeséo ao
plastico, enquanto que a adesédo do clone HaCaT-HOXA10 ao colageno tipo | foi
significativamente maior (p=0,049) quando comparados ao clone HaCaT-Controle.
Nao houve diferenca significativa entre os clones no que diz respeito ao
tratamento de superficie com fibronectina (p=0.93; Fig. 10).

A capacidade de migragéo celular foi verificada no sistema Transwell®.
A superexpressdo de HOXA10 significantemente induziu a mobilidade das células
HaCaT quando comparado com as células controle (p=0,008; Fig. 11).
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Figura 6. A superexpressdo de HOXA10 n&o foi capaz de modular a proliferagéo
das células HaCaT. Apos quantificacdo da incorporacao de BrdU nao foi possivel

detectar diferenca entre o clone superexpressando HOXA10 e os clones controle
(p=0,53).
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Figura 7. Avaliagdo da taxa de morte celular programada nos clones celulares.
Apos tripsinizagao, as células foram marcadas com Anexina V-FITC e submetidas
a analise por citometria de fluxo. Nao houve diferenca significante entre os clones
HaCaT-Controle e HaCaT-HOXA10 (p=0.70).
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Figura 8. Analise da expressao relativa dos marcadores de TEM nos clones
celulares controle e superexpressando HOXA10. Ensaios de qRT-PCR foram
realizados para verificar a quantidade de transcritos de N-caderina (A), E-caderina
(B) e B-catenina (C). A expressdao de N-caderina e de B-catenina foram
significativamente maiores no clone HaCaT-HOXA10 em comparagdo ao clone
controle (p=0,028 e p=0,038). A expressédo de E-caderina ndo foi diferente entre
os clones HaCaT-Controle e HaCaT-HOXA10 (p=0,97).
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Figura 9. A superexpressdo de HOXA10 ndo modula a TEM na linhagem celular

de queratindcitos HaCaT. llustragédo representativa da reagéo de western blot para
os marcadores N-caderina, E-caderina e B-catenina da TEM. N&o foi possivel
detectar diferencas na abundéancia de N-caderina, E-caderina e B-catenina entre
os clones HaCaT-Controle e HaCaT-HOXA10. A reagao de B-actina foi utilizada

como normalizador.
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Figura 10. A superexpressao de HOXA10 influencia a adeséo das células HaCaT.
Os clones celulares foram submetidos a ensaios de adesdao em superficies
tratadas com colageno tipo | e fibronectina. O clone HaCaT-HOXA10 demonstrou
uma adeséo significantemente menor ao plastico (p=0.0310) e maior na superficie
tratada com colageno | (p=0,049) que as células HaCaT-Controle. Nao houve

diferenga na adesao a superficie tratada com fibronectina (p=0,93).
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Figura 11. Superexpressao de HOXA10 induziu a migragdo das células HaCaT.
ApGs carenciamento de 48 h, as células foram submetidas a presenca de fatores
quimiotaticos presentes no soro fetal bovino no intuito de verificar a capacidade de
migracdo no sistema Transwell®. Note que o clone HaCaT-HOXA10 mostrou-se
com capacidade de migrar através dos poros das membranas quando comparado
as células HaCaT-Controle (p=0,008).
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5.3 Efeitos da Neutralizacao de HOXA10 na Linhagem Celular HSC-3

No intuito de verificar os efeitos do silenciamento do gene HOXA10 no
comportamento biol6gico do cancer oral, optou-se por neutraliza-lo na linhagem
celular HSC-3 de tumor de lingua, a qual expressava endogenamente altos niveis
de HOXA10. Apés transducdo de um retrovirus expressando uma sequencia de
shRNA especifica contra os transcritos de HOXA10, os clones celulares estaveis
foram selecionados pelos tratamento com puromicina. Figuras 12 e 13 ilustram os
ensaios de qRT-PCR e western blot para confirmacdo do silenciamento deste
gene. Embora a inibicdo da transcricao tenha sido de aproximadamente 48%, os
ensaios de western blot revelaram auséncia do produto proteico do gene HOXA10
na linhagem estavelmente expressando a sequéncia especifica de shRNA contra
HOXA10.

150+
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50+

Expressao relativa de HOXA10/PPIA

Figura 12. Ensaio de gRT-PCR para verificacao da expressao relativa de HOXA10
nas células HSC-3-Controle e HSC-3-shRNA, a qual expressa a sequencia de
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shRNA especifica contra HOXA10. A neutralizacao foi de aproximadamente 50%

quando comparada com a linhagem controle.
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Figura 13. Caracterizacao das linhagens celulares HSC-3-Controle e HSC-3-
shRNA por western blot. Nota-se auséncia de expressao de HOXA10 na linhagem
HSC-3-shRNA em comparacao a linhagem HSC-3-Controle.

A inibicdo de HOXA10 significantemente reduziu a proliferacdo celular
das ceélulas de CEC oral. Células HSC-3-shRNA demonstraram taxas
significantemente menores de incorporacdo de BrDU ao DNA quando comparado
as células HSC-3-Controle (Fig. 14; p<0,0001). Para melhor entender o efeito da
neutralizacdo de HOXA10 sobre a proliferagdo das células HSC-3, ensaios de
western blot contra a proteina p21 foram realizados. Como esperado, as células
HSC-3-shRNA demonstraram niveis marcadamente maiores de p21 quando
comparado as células HSC-3-Controle (Fig. 15). O silenciamento de HOXA10 nao
alterou as taxas de morte celular por apoptose na linhagem HSC-3 (Fig. 16).

No que diz respeito a expressdao de marcadores de TEM, os ensaios de
gRT-PCR evidenciaram uma significante diferenca na expressdo dos marcadores
N-caderina, E-caderina e B-catenina entre as linhagens controle e silenciada para
HOXA10 (Fig. 17). Notou-se significante aumento dos niveis de N-caderina
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(p=0,0002), o qual foi acompanhado pela reducao nas expressées de E-caderina
(p=0,0002) e B-catenina (p=0,0002). Os ensaios de western blot para verificacdo
do produto proteico dos marcadores de TEM revelaram resultados semelhantes,
como ilustrado na Figura 18. O silenciamento de HOXA10 facilitou a adesao das
células de modo significativo tanto ao colageno tipo | (p=0,0493) quanto a
superficie tratada com fibronectina (p=0,0493). A superficie que nao recebeu
tratamento (plastico) ndo indicou diferenga entre as duas linhagens (p=0,1282;
Figura 19).

Os ensaios de migragao revelaram uma diferenca siginificativa entre as
linhagens HSC-3-Controle e HSC-3-shRNA (p<0,0001; Fig. 20), assim como
capacidade de invaséo das células HSC-3-shRNA foi significantemente maior em

comparacéo a linhagem HSC-3-Controle (Fig. 21; p=0,0021).

150+

100+

% relativa de células positivas para BrdU

Figura 14. HOXA10 controla a proliferacao celular das células de CEC de lingua

HSC-3. A proliferacao celular foi determinada pelo indice de incorporacao de BrDU
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ao DNA celular. Nota-se inibicdo do potencial proliferativo das células apds
silenciamento do gene HOXA10 (*p<0,0001).
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Figura 15. Expresséo de p21 € modulada por HOXA10. Células HSC-3-Controle e
HSC-3-shRNA foram coletadas e submetidas a ensaio de western blot para
deteccdo de p21. Os niveis de p21 foram marcadamente maiores nas células
HSC-3-shRNA quando comparado com as células HSC-3-Controle, suportando o

efeito de HOXA10 no controle da proliferagéo celular.
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Figura 16. Determinacédo do indice de apoptose nas linhagens HSC-3-Controle e
HSC-3-shRNA. Nao houve diferenca no nivel de marcacédo para Anexina V entre

ambas as linhagens celulares apds analise por citometria de fluxo (p=0,6823).
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Figura 17. Analise da expressao dos marcadores de TEM nas linhagens HSC-3-
Controle e HSC-3-shRNA. O silenciamento de HOXA10 modulou a quantidade dos
transcritos de N-caderina (A), E-caderina (B) e B-catenina (C). Expressao de N-
Caderina foi acentuadamente maior nas células neutralizadas em comparagao a
linhagem controle, enquanto que a expresséo de E-Caderina e B-Catenina foram
significantemente menores nas células silenciadas com gene HOXAT10
(*p=0,0002).
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Figura 18. A expressdo de HOXA10 modula os niveis proteicos dos marcadores
de TEM. Os achados dos ensaios de qRT-PCR foram confirmados nas reacdes de
western blot. A expressao proteica de N-caderina, E-caderina e B-Catenina foi
reduzida nas células HSC-3-shRNA.
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Figura 19. Ensaio de adesao celular para os clones HSC-3-Controle e HSC-3-
shRNA. A neutralizacdo de HOXA10 modulou a adesédo das células HSC-3-shRNA
ao colageno tipo | e a fibronectina (p=0,049). Nao houve diferenca na adesédo ao
plastico entre as linhagens HSC-3-Controle e HSC-3-shRNA (p=0,12).
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Figura 20. Efeito da neutralizacdo de HOXA10 sobre a migracéo celular. Ensaio
de migracdo celular no sistema Transwell® indicou uma maior migragdo nas
células HSC-3-shRNA em relagdo a HSC-3-Controle (p<0,0001).
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Figura 21. A neutralizacdo de HOXA10 promoveu um fenédtipo mais invasivo das
células HSC-3. O ensaio de invasdo celular no sistema Transwell®/Matrigel
evidenciou um aumento significante na invasao das células HSC-3-shRNA em

comparacao as células HSC-3-Controle (p=0,0021).
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6 DISCUSSAO

Os genes HOX codificam fatores de transcricdo que controlam uma
grande quantidade de eventos celulares tais como proliferagdo, diferenciacéo,
apoptose e estabelecimento do padrdao axial do embrido (Ford, 1998). O
envolvimento dos genes HOX na oncogénese esta amplamente aceito e
estabelecido, embora ndo se saiba o mecanismo exato pelo qual muitos membros
desta familia de genes homeobox exercem sua fungao durante o desenvolvimento
tumoral (Abate-Shen, 2002; Samuel & Naora; 2005).

A relacdo de HOXA10 com a oncogénese oral foi inicialmente descrita
por Hassan e colaboradores (2006) em um estudo que verificou o padrdo de
expressao dos transcritos de todos os genes da familia HOX em amostras orais de
tecido normal, displasico e tumoral. Posteriormente, Yamatoji et al. (2010)
detectaram a expressao aberrante deste gene em amostras de tecido tumoral bem
como em linhagens celulares oriundas de CECs orais. Similarmente, nosso grupo
demonstrou que HOXA10 é expresso em niveis significantemente maiores em
amostras de carcinoma oral comparado com mucosas orais normais (Bitu et al.,
2008), motivando uma analise mais profunda sobre a participacdo deste gene na
tumorigénese oral. Em adigdo, nenhum dos trabalhos prévios realizou estudos
funcionais in vitro que determinassem o papel deste gene nos eventos celulares
envolvidos com a oncogénese oral. Inicialmente nds validamos a expressao de
HOXA10 em amostras orais de mucosa normal e CEC por gRT-PCR e imuno-
histoquimica. Enquanto os ensaios de qRT-PCR confirmaram que os niveis de
mMRNA para HOXA10 s&o significantemente maiores em cancer comparado com
mucosa normal, a marcacdo imuno-histoquimica ndo demonstrou nenhuma
positividade nas amostras orais. A mais razoavel explicacao para tal auséncia de
marcacao reside na pequena abundancia da proteina associada a menor
sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica comparada com qRT-PCR. E
importante destacar que a amostra utilizada como controle positivo revelou uma

distinta e intensa marcagcdo nuclear, demonstrando a funcionalidade e
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especificidade do anticorpo. Interessantemente, o estudo de Yamatoji e
colaboradores (2010) obteve sucesso na marcacado imuno-histoquimica com o
mesmo anticorpo utilizado por nés em amostras de CEC oral, mas a figura
ilustrativa contida no manuscrito ndo permite uma identificagéo clara das células
positivas e do compartimento celular marcado (nucleo vs. citoplasma), permitindo
guestionamentos quanto a marcacao.

O papel de HOXA10 como indicador de progndstico foi avaliado em
poucos estudos. Ao relacionar os dados clinicos de 134 pacientes com tumores
gastricos com a expressao de HOXA10, Sentani et al. (2012) demonstraram uma
correlacdo inversa entre o numero de células positivas e o padrao de invasao
tumoral, e o progndstico foi significantemente mais favoravel para os tumores
positivos para HOXA10 comparado com os casos negativos. Estudos com
amostras de gliomas mostraram uma correlacao entre os niveis de metilacdo da
regiao promotora de HOXA10 e o grau de diferenciacao tumoral de acordo com a
classificacao da OMS (Di Vinci et al., 2012). Em adicao, a expressdao de HOXA10
em tumores de endométrio e ovario foi progressivamente reduzida a medida que
ocorreu uma perda do padrdao de diferenciagdo tumoral, revelando que a
expressao reduzida de HOXA10 piora o prognéstico do paciente (Yoshida et al.,
2006; Andikian & Taylor, 2009). Em contraste, Li e colaboradores (2009) avaliaram
o valor prognéstico da expressdo de HOXA10 em 29 amostras de
adenocarcinomas de células claras de ovarios e verificaram que a presenga deste
gene correlacionou negativamente com a sobrevida em 5 anos das pacientes
estudadas. Em uma analise de 119 casos de leucemia mieléide aguda, a
sobrevida global e a resisténcia a terapia apresentaram uma correlacdo negativa
com a expressdo de HOXA10 (Andreef et al, 2008). Drabkin et al. (2002)
demonstraram que HOXA10 estd entre os genes HOX mais abundantemente
expressos em leucemias mieléides agudas com prognéstico classificado como
ruim, indicando que as caracteristicas citogenéticas favoraveis estdo associadas a
uma menor expressdo deste gene. Ainda, o estudo de Yamatoji e colaboradores
(2010) demonstraram que a expressao deste gene no carcinoma oral
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correlacionou positivamente com um pior estadiamento tumoral, induzindo um
menor periodo livre de doenca e sobrevida global. Em conjunto, os resultados
destes estudos revelam uma clara participacdo do gene HOXAT0 no
desenvolvimento tumoral, contudo, existem significante diferengcas no valor
prognéstico da marcacao entre os tecidos acometidos pelo tumor, ou, ainda, entre
o mesmo tipo tumoral. No presente estudo, no entanto, nao foi possivel verificar a
correlacdo entre os niveis de expressao de HOXA10 e os dados clinicos dos
pacientes, uma vez que a marcacgao imunohistoquimica n&o foi bem-sucedida.

A metilacdo das ilhas CpG na regiao promotora € um dos principais
mecanismos para o silenciamento génico com papel importante na oncogénese
(Chen et al., 2004). A metilagdo de HOXA10 foi descrita em diversos tipos de
neoplasias e foi associado a diferentes graus de classificacdo histoldgica, bem
como ao prognostico e caracteristicas clinicas dos pacientes (Chen et al., 2004;
Fiegl et al., 2008; Park et al, 2011; Di Vinci et al., 2012). Em glioblastomas,
hipermetilagdo de HOXA10 estd significativamente associada ao aumento na
sobrevida dos pacientes (Di Vinci et al., 2012). Em tumores de mama, os niveis de
metilacdo de HOXA10 nas ilhas CpG de carcinomas ductais invasivos foram
significativamente maiores do que em carcinomas ductais in situ (Park et al.,
2011). Em neoplasias de ovario os niveis de metilacdo de HOXA10 foram maiores
em tumores pobremente diferenciados (Fiegl et al, 2008). Yoshida e
colaboradores (2006) verificaram que o grau de metilacdo de HOXA710 em
tumores de endométrio foi crescente a medida que havia perda de diferenciacéo
tumoral, enquanto amostras de endométrio normal ndo apresentaram metilacao
deste gene. Portanto, especula-se se a perda da metilacado de HOXA10 possui um
papel significante na oncogénese, regulando a presengca ou nao do produto
génico.

Zhou e colaboradores (2011) relataram uma associacao entre o cigarro
e a expressdo de HOXA10 em tecido uterino. Os autores mostraram que
camundongos expostos a fumaca do cigarro tiveram os niveis de mRNA e
proteina de HOXA10 aumentados. Os autores também verificaram um aumento da
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expressdao de HOXA10 apéds exposicao de células de endométrio ao extrato da
fumaca do cigarro. Com base nesses dados, especula-se se a expressao
aberrante de HOXA10 em CECs orais estaria relacionada ao tabagismo, uma vez
que o fumo esta diretamente associado ao desenvolvimento desta doenca.

No presente estudo foi possivel verificar que o gene HOXA10 possui
ativa participacao durante o processo de oncogénese oral. Os ensaios funcionais
com inibicao da expressao na linhagem de CEC de lingua indicaram que HOXA10
contribuiu significativamente para a redugdo do padrdo de proliferacdo celular,
modulacdo de p21, bem como no aumento da capacidade invasiva e adesiva
destas células. Em adicdo, a neutralizacdo deste gene nas células tumorais foi
capaz de alterar o perfil de expressao de proteinas associadas a TEM, induzindo a
expressao de N-caderina e suprimindo as expressoes de E-caderina e 3-catenina.
Evidéncias prévias em linhagem tumoral de células de mama indicam que o papel
de HOXA10 na capacidade proliferativa pode ser atribuido a agdo reguladora
deste gene sobre p21, por meio da ligacdo a regido promotora de CDKNIT1A
(Bromleigh & Freedman, 2000), promovendo parada do ciclo celular e, assim,
reduzindo a proliferacdo celular. Animais submetidos a transplante de medula
0ssea com células silenciadas para HOXA10 tiveram seu potencial proliferativo
reduzido em comparagao aos controles. Como esperado, a analise destas células
in vitro indicou uma mudanca no ciclo celular, com reduzido nimero de células na
fase S e uma multiplicacao reduzida (Orlovsky et al., 2011). Chu e colaboradores
(2004) relataram que HOXA10, quando expresso em linhagem celular de cancer
de mama, foi capaz de reduzir o fendtipo invasivo destas células, bem como
modular a expressédo de p53. Mishra et al. (2009) descreveram a relagcao entre
MLL1, uma metiltransferase de histona, histona H3K4 e RNA polimerase |l
(RNAPII) com a regulacdo de HOXA10 durante o ciclo celular. Em células Hela,
altos niveis de RNAPII, recrutamento de MLL1 e trimetilacdo de H34K foram
observados no inicio da fase S, e atenuados ao longo do ciclo celular,
correlacionando com os niveis de expressdao génica de HOXA10, indicando que
HOXA10 possui um papel na regulagao do ciclo celular. Em adicdo, HOXA10 foi
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implicado na regulacdo da expressdo de E-caderina em células de carcinoma de
endométrio (Yoshida et al., 2006) por meio do papel regulatério deste gene sobre
a proteina Snail, cuja capacidade de induzir TEM e reprimir a transcricdo de E-
caderina foram previamente descritas (Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000; Hao et
al., 2012). A expressao de HOXA10 tem sido vinculada a adesao celular por meio
da regulacdo de /TGB3, gene que codifica a integrina avf3, em linhagem de
células endometriais (Daftary et al., 2002) e linhagem de células mielbides (Bei et
al., 2007).

Contrastando com os efeitos encontrados com a neutralizagdo de
HOXA10 nas células HSC-3, a superexpressdao na linhagem de queratindcitos
normais imortalizados porém nado transformados HaCaT afetou poucos dos
fendtipos celulares estudados. Foi possivel observar elevados niveis de mRNA de
N-caderina e -catenina no clone superexpressando HOXA10 sem que houvesse,
no entanto, qualquer alteracdo no perfil proteico dos mesmos. Em adicdo, a
superexpressdo de HOXA10 foi capaz de induzir uma menor adesdo das células
ao plastico e uma maior adesdo a superficie tratada com coladgeno tipo |,
condizente com o fendtipo migratério desenvolvido por estas células. Esses
resultados foram semelhantes aos encontrados apds silenciamento de HOXA10
na linhagem celular HSC-3. E importante ressaltar que por se tratarem de
linhagens celulares distintas, o perfil molecular de cada célula é unico. Logo, este
efeito contraditério possivelmente esta associado ao fato de que a grande maioria
dos genes da familia HOX necessita de cofatores para efetuar suas funcdes
(Svingen & Tonissen, 2006). Os membros da familia de proteinas TALE, Pbx e
Meis foram descritos como sendo cofatores de HOXA10, promovendo
especificidade na ligacdo com o gene alvo (Mann & Chan, 1996). Esses
complexos de ligacdo ao DNA podem ativar ou reprimir genes alvo, dependendo
da expressao temporal ou espacial (Bromleigh & Freedman, 2000; Eklund et al.,
2000; Sarno et al., 2005). No sistema hematolégico, esses complexos podem
exercer funcao dubia, comportando-se como agentes promotores da proliferacéo e
da diferenciacéo celular (Bromleigh & Freedman, 2000; Eklund et al., 2000; Sarno
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et al., 2005). A auséncia de ligagdo entre HOX e seu suposto co-fator poderia
induzir a ligagdo a outros sitios intimamente relacionados resultando em uma
regulagcdo anormal e um direcionamento equivocado a genes alvos especificos
(Svingen & Tonissen, 2006). A coexpressao com seu cofator ird guiar a ligagao
das proteinas HOX aos seus alvos especificos, ditando o perfil de genes ativados
ou reprimidos por HOX em diferentes tipos celulares (Daftary & Taylor, 2006;
Svingen & Tonissen, 2006).

A participacdo de HOXA10 no controle da apoptose ainda € discutivel.
No presente estudo, o silenciamento de HOXA10 néo foi capaz de influenciar os
niveis de apoptose. A acdo de HOXAT0 sobre a apoptose em células de
endométrio humano (HESC) também foi inexpressiva apds seu silenciamento (Lu
et al,, 2008). A neutralizagdo de HOXA10 em linhagem celular de leucemia
mieléide aguda também nao influenciou os indices apoptéticos destas células
(Orlovsky et al., 2011). No entanto, o tratamento de células de leucemia mieldide
cronica com inibidor de Abl quinase para indugdo de uma superexpressdo de
HOXA10 promoveu um aumento significativo nas taxas de apoptose (Sugimoto et
al., 2008).

Em esséncia, os resultados do presente estudo, em concordancia com
0s achados da literatura, sugerem que a expressao de HOXA10 parece ser dubia
e dependente do tecido de origem. Embora os resultados de inducao de TEM e
migracao celular tenham sido semelhantes entre as linhagens superexpressando e
silenciada para HOXA10, o conjunto dos efeitos da neutralizagdo de HOXA10 em
linhagem celular de CEC oral indicam que a expressdo de HOXA10 modula
eventos importantes para o desenvolvimento e progressdao dos CECs orais. Os
resultados dos ensaios de proliferacdo, transicao epitélio-mesenquima, adesao,
migracdo e invasao celular indicaram que a expressao de HOXA10 no CEC oral
corresponde a um fendtipo tumoral menos agressivo No intuito de consolidar a
expressao deste gene como um possivel biomarcador tumoral, se faz necessario o
desenvolvimento de estudos de correlagao clinico-patolégicos com uma casuistica

ampla, bem como uma analise mais profunda dos eventos moleculares envolvidos
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na regulacao deste gene e de seus alvos.
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7 CONCLUSAO

7.1 HOXA10 esta superexpresso em CECs orais.

7.2 A superexpressdo de HOXA10 na linhagem de queratincitos HaCaT
aumentou os niveis de mRNA de N-caderina e B-catenina, mas nao alterou o

produto proteico.

7.3 A superexpressao de HOXA10 em queratindcitos HaCaT reduziu a adeséo
celular ao plastico e aumentou a adesao a superficie tratda com colageno tipo I,

além de induzir um potencial migratorio nas células.

7.4 A neutralizacdo de HOXA10 reduziu a proliferacéo celular em células HSC-
3, mas néo alterou o indice apoptotico destas células.

7.5 O silenciamento de HOXA10 foi capaz de modular o potencial migratério,

invasivo e adesivo das células HSC-3, bem como a expressdo de proteinas
associadas a TEM.
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