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Resumo

Genes homeobox, especialmente os da familia HOX, exercem um papel
importante no desenvolvimento por meio de um intenso controle da proliferacao,
diferenciacao e morte celular. Os genes HOX também estédo relacionados com o
surgimento de diferentes tipos de neoplasias, incluindo os canceres de préstata,
ovario, rim, pulmao, pele e leucemias, sendo pouco estudados em céancer oral. O
objetivo deste estudo foi quantificar os genes da familia HOX, especificamente dos
loci A e D, que sé@o expressos em amostras orais de mucosa normal e carcinoma
espinocelular (CEC) por meio de ensaios semi-quantitativos de transcriptase
reversa-reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) “duplex”. Pares de amostras
orais de mucosa normal e CEC do mesmo paciente e amostras de mucosa oral
normal de individuos sem histéria de tabagismo ou alcoolismo foram utilizadas
para este proposito. Adicionalmente, nds avaliamos o perfil de expressédo destes
genes em linhagens celulares de queratinécitos normais e CEC oral. Nossos
resultados demonstraram que os membros HOXA1, HOXA3, HOXA4, HOXA10,
HOXA11, HOXA13, HOXD1 e HOXD13 foram expressos em niveis elevados nas
linhagens de CEC oral quando comparado com a linhagem de queratinécito
normal. Os membros HOXA3, HOXA5, HOXA7, HOXA10, HOXA11, HOXA13,
HOXD3, HOXD4 e HOXD12 nao foram expressos por nenhuma das amostras de
mucosa oral normal provenientes de pacientes ndao associados a fatores de risco
para o CEC oral, enquanto que apenas o membro HOXD12 nao foi expresso pelas
amostras de mucosa morfologicamente normal proveniente de pacientes
portadores de CEC. Comparado as amostras de mucosa normal proveniente de
pacientes com e sem fator de risco para CEC oral, nés observamos que as
expressdes de HOXA1, HOXA2 e HOXDS8 foram estatisticamente maiores nas
amostras oriundas de individuos com histéria de tabagismo e etilismo. A
expressdao dos genes HOXA4, HOXA5, HOXA7, HOXA10, HOXD9, HOXD10,

HOXD11 e HOXD13 foi significantemente maior nas amostras de CEC oral
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comparado com mucosa normal, independente da associacdo com fatores de
risco. Interessantemente, os membros HOXA6 e HOXA9 nao foram expressos por
nenhuma das amostras deste estudo. Estes resultados sugerem que uma
expressao desregulada dos membros da familia HOX de genes homeobox dos loci
A e D foi identificada no desenvolvimento e/ou progressao do CEC oral.

Palavras chave: PCR duplex, cancer oral.
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Abstract

Homeobox genes, specifically the HOX family, play an important role in the
development by controlling cellular proliferation, differentiation and apoptosis.
Expression of HOX genes is associated with many cancers including those of the
prostate, ovary, kidney, lung, skin and leukemia, but still there is little
understanding of their roles in oral cancer. The aim of this study was to quantify the
HOX genes from loci A and D expressed in oral samples from normal mucosa and
squamous cell carcinoma (SCC) by semi-quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) duplex method. Normal oral mucosa and oral
SCC obtained from the same patient, and normal oral mucosa from patients
without history of exposition to risk factors related to oral SCC (smoking habit and
alcohol consumption) were included in this study. Additionally, we analyzed the
expression profile of those genes in normal keratinocyte and oral SCC cell lines.
Our results demonstrated that HOXA1, HOXA3, HOXA4, HOXA10, HOXA11,
HOXA13, HOXD1 and HOXD13 were expressed in higher levels in oral SCC cell
lines compared with normal keratinocyte cell line. None of the normal oral mucosa
samples from patients without risk factors related to oral SCC expressed HOXAS,
HOXA5, HOXA7, HOXA10, HOXA11, HOXA13, HOXD3, HOXD4 and HOXD12,
whereas only HOXD12 was not expressed by the normal mucosa samples from
patients with oral SCC. Comparing the two groups of normal oral mucosa, we
found that HOXA1, HOXA2 and HOXD8 had statistically significant higher
expression levels in samples from patients with history of smoking habit and
alcohol consumption. The expression of HOXA4, HOXA5, HOXA7, HOXA10,
HOXD9, HOXD10, HOXD11 e HOXD13 was statistically higher in oral SCC
samples when compared with those from normal oral mucosa, regardless of the
risk factor association. Interestingly, HOXA6 and HOXA9 were not expressed by
either the cell lines or tissue samples. The results of our study suggest that a

dysregulated expression of specific members of the loci A and D of the HOX family
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of homeobox genes may be related to the tumorigenesis and/or tumor progression
of oral SCCs.
Key Words: duplex PCR, oral cancer.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C- Graus Celsius

bFGF — “basic fibroblast growth factor” — Fator de crescimento de fibroblastos
basico

cDNA - Acido desoxirribonucléico complementar

CEC - Carcinoma Espinocelular

DEMEM/F-12- “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ Ham’s Nutrient Mixture F-12,
1:1”

DNA - Acido desoxirribonucléico

dNTPs - Desoxinucleotideo trifosfato

DTT — Ditiotreitol

EDTA — “Ethylenediamine tetraacetic acid” — Acido etilenodiamino tetra-acético
GAPDH - “Gliceraldehyde -3-Phosphate Dehydrogenase” - Gliceraldeido -3-
fosfato desidrogenase

Mg - microgramas

ml — mililitros

MLL — gene mixed lineage leukemia

mM - milimolar

nM — nanomolar

nm — nanémetro

OD - “optical density” — densidade 6ptica

PBS - “Phosphate Buffered Saline” - Salina tamponada com fosfato
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RNA - Acido Ribonucléico

RT-PCR - “Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction” - Reagao de
polimerase em cadeia por transcriptase reversa

SCC - Squamous Cell Carcinoma

TBE — “Tris Borate EDTA buffer” — Tampao Tris, acido bérico e EDTA

TGF-B — “Transforming Growth Factor B” — Fator de Crescimento Transformante 3

U — unidade
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1. Introducao

E amplamente aceito que muitas das vias que estimulam a oncogénese
representam aberraces de processos normais que controlam a embriogénese.
Existem véarios exemplos no qual genes que regulam o crescimento e o
desenvolvimento celular e tecidual estdo implicados em oncogénese. Entre os
principais exemplos estdo os genes homeobox, que codificam fatores de
transcricdo utilizados intensamente durante as diferentes etapas da
embriogénese e apresentam uma expressao alterada em canceres. Baseado
na significancia global destes genes para o desenvolvimento e diferenciacao
celular e na freqlente expressado desregulada em canceres, genes homeobox
providenciam um excelente modelo para explorar a intima relacdo entre
embriogénese e oncogénese.

Os genes homeobox foram originalmente identificados na década de 80
devido a grande homologia com os genes homedticos de Droséfilas, também
conhecidos como complexo HOM-C, que promovem alteracées nos segmentos
corporais das moscas quando alterados (alteragdes homeédticas) (Graux et al.,
2004). Posteriormente foi demonstrado que estes genes estdo virtualmente
presentes em todas as espécies de seres eucariontes (Tiberio et al., 1994).
Desde sua descoberta na década de 80, mais de 200 seqiiéncias génicas
similares ja foram identificadas, sendo que todas apresentam uma regiao
altamente conservada de 183 nucleotideos que codifica uma sequéncia de 61
aminoacidos conhecida como homeodominio (Holland et al., 2007). O
homeodominio é a regido responsavel pela ligacao ao DNA e pela estimulacao
ou repressdao da transcricdo génica, o principal mecanismo de agdo dos
produtos protéicos dos genes homeobox.

Entre as diversas familias de genes homeobox, os membros da familia
HOX sao considerados os protétipos desta classe, e representam os genes
homologos do complexo HOM-C em humanos e camundongos (Abate-Shen,
2002). Durante a embriogénese, a expressdao dos membros da familia HOX de
genes homeobox inicia-se durante o periodo de gastrulacdo e controla a
identidade de varios tecidos partindo da regido anterior (area branquial) até a
regido mais posterior (Cillo et al., 2001). Embora genes homeobox sejam

definidos como genes do desenvolvimento, alguns estudos demonstraram a



expressao de membros da familia HOX em tecidos normais adultos (Neville et
al., 2002; Takahashi et al, 2004; Morgan, 2006). A manutencdo da
homeostasia dos tecidos adultos € fundamental e deve ser intimamente
controlada para a adequada funcdo dos 6rgaos. O padrdao de expressao dos
genes HOX em cada 6rgao é distinto e suas funcdes variam de acordo com as
interacdes com os diferentes tipos celulares que compdem o tecido (Yamamoto
et al., 2003; Chen et al., 2005). Portanto, alteragdes na expressdao dos
membros da familia HOX de genes homeobox, que sao capazes de controlar a
proliferacdo e a identidade (diferenciacdo) celular, podem contribuir para o
desenvolvimento e progressao tumoral (Abate-Shen, 2002; Waltregny et al.,
2002; Freschi et al., 2005).

Apbs os estudos iniciais que demonstraram a expressao dos membros
da familia HOX de genes homeobox em linhagens celulares neoplasicas e nos
correspondentes tecidos embrionarios, a expressao desregulada destes genes
tem sido descrita em muitos tumores (Ford, 1998; Hudlebusch et al., 2004).
Embora exista um grande numero de estudos que demonstraram a expressao
desregulada de genes homeobox em canceres, nosso conhecimento neste
campo esta distante de completo. Assumindo que a expressao génica alterada
pode promover fendtipos importantes para a oncogénese, uma analise mais
ampla e profunda pode colaborar com o conhecimento da fun¢do destes genes
nos estagios especificos da oncogénese e do papel destes genes nos
diferentes tipos de tumores. Em suporte a um papel causal dos genes
homeobox em promover oncogénese, a superexpressao com ganho de fungéo
do produto protéico destes genes tem promovido fendtipos associados a
carcinogénese. Por exemplo, a superexpressdao de membros da familia HOX
de genes homeobox transforma linhagens celulares de fibroblastos normais,
com indugcdo de proliferacdo e crescimento tumoral quando injetados em
camundongos nude (Aberdam et al., 1991, Maulbecker et al., 1993). HOXA10
diretamente liga-se a regidao promotora do gene p21, induzindo uma
paralisacdo no ciclo celular e, a subsequente, diferenciacao celular (Del Bene &
Wittbrodt, 2005). Similarmente, a expressao forcada de HOXD10, o qual nédo é
normalmente expresso em canceres de mama em uma linhagem celular
altamente agressiva deste tipo de tumor (linhagem MDA-MB-231) reduz a

proliferacdo e bloqueia a migragdo celular, induzindo diferenciagdo com



formacao de estruturas similares a ductos de glandulas mamarias (Carrio et al.,
2005). Estes exemplos e outros indicam que a expressdao desregulada dos
genes homeobox em canceres pode ser causal.

Apesar de muitos estudos terem avaliado a expressao dos genes HOX
em tumores solidos de diferentes origens, nds encontramos apenas um recente
manuscrito na literatura analisando a expressédo destes genes em CECs orais
(Hassan et al, 2006). No presente estudo, o padrdo de expressao dos
membros dos loci A e D da familia HOX de genes homeobox foi determinado
em amostras de mucosa oral normal provenientes de pacientes sem fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer bucal, especificamente habito de fumar
e consumir bebidas alcodlicas, e amostras de tecido oral morfologicamente
normal e CEC do mesmo paciente. Adicionalmente, nés analisamos o padrao
de expressao destes genes em linhagens celulares de queratinécito normal e
CEC oral.



2. Revisao da Literatura
2.1. Genes Homeobox

Genes homeobox codificam fatores de transcricdo que atuam durante a
embriogénese e o desenvolvimento tecidual por meio de um sistematico
controle da proliferacdo e diferenciacao celular (Yoshida et al., 2006). Estes
genes foram inicialmente descobertos em moscas da fruta (Drosophila
melanogaster) como genes onde mutacbes causavam transformacdes
homedticas, ou seja, substituicdo de uma parte ou segmento do corpo por outro
nao encontrado normalmente naquele lugar (Lord et al., 2005; Samuel & Naora,
2005). Em Drosofilas, esta familia de genes recebeu o nome de complexo
HOM-C. Posteriormente, os genes homeobox foram encontrados em todas as
espécies que tiveram seu genoma mapeado, indicando que sua origem é
antiga e precede a divergéncia filogenética (Lemons & McGinnis, 2006). Desde
sua descoberta na década de 80, mais de 200 membros diferentes, formando
uma superfamilia, ja foram descritos (Holland et al., 2007). A caracteristica
comum de todos estes genes é a presenca de uma seqléncia altamente
conservada, das moscas de fruta aos humanos (Svingen & Tonissen, 2006), de
183 nucleotideos, codificando um dominio de 61 aminoacidos, chamado
homeodominio (Stein, et al., 1996; Chen et al., 2005; Freschi et al., 2005). O
homeodominio estad usualmente localizado na posicao terminal ou subterminal
da proteina correspondente, sendo responsavel pela ligacdo ao DNA e pela
estimulacdo ou repressdo da transcricdo génica, o principal mecanismo de
acao dos produtos protéicos dos genes homeobox (Samuel & Naora, 2005;
Svingen & Tonissen, 2006). Este dominio consiste de trés a-hélices que
formam um ndcleo de repeticdo (motif) hélice-volta-hélice e um dominio
adicional conhecido como braco N-terminal, adjacente a primeira hélice
(Svingen & Tonissen, 2006). Classicamente a seqiéncia TAAT box é a regido
reconhecida pelo homeodominio para a ligagdo ao DNA (Abate-Shen, 2002). O
homeodominio reconhece as sequéncias especificas do DNA através dos
residuos de aminoacidos adjacentes ao braco N-terminal e a terceira hélice. Os
aminoacidos 3 e 5 do braco N-terminal medeiam o contato com o sulco menor
e os aminodcidos 47 e 51 da terceira hélice medeiam contato com o sulco
maior da molécula de DNA (Piper et al., 1999; LaRonde-LeBlanc & Wolberger,
2003; Svingen & Tonissen, 2006).



Embora os produtos protéicos dos genes homeobox (homeoproteinas)
tenham demonstrado a funcdo de fatores de transcricdo (alguns ativadores e
outros repressores), existem poucos exemplos de genes alvo que sao
especificamente regulados in vivo por estas proteinas. Uma das principais
limitacbes na identificacdo destes genes alvos parece estar relacionada com a
relativa promiscuidade de ligagdo das homeoproteinas ao DNA in vitro,
associada com a alta especificidade in vivo. Adicionalmente, é hipotetizado que
a especificidade na funcao das homeoproteinas é controlada em muitos niveis,
incluindo modificagcbes poOs-transcricionais, transporte nucleo-citoplasma e
interagcdes com outras proteinas (co-fatores) (Mann & Chan, 1996; Bromleigh &
Freedman, 2000).

A funcdo dos genes homeobox € seletiva, sobreposta e, muitas vezes,
combinada, resultado em um processo altamente complexo (Greer et al.,
2000). Inameros estudos demonstraram o envolvimento de diferentes genes
homeobox em processos cruciais das células eucariontes, incluindo
proliferacdo, diferenciagdo e morte celular, interacdo célula-célula e célula-
matriz extracelular (Bromleigh & Freedman, 2000; Raman et al., 2000; Leroy et
al.,, 2004; Hansen et al., 2006). Além disso, sabe-se que estes genes tém
efeitos divergentes no ciclo celular, de um lado, estimulando a proliferagdo de
células progenitoras, e por outro, induzindo a diferenciacao celular (Leroy et al.,
2004; Argiropoulos & Humphries, 2007). Os genes homeobox regulam um
amplo espectro de fungdes bioldgicas durante o desenvolvimento embrionario,
incluindo a formacdo dos membros, o padrdo do esqueleto axial, a
morfogénese craniofacial, o desenvolvimento do sistema nervoso central, trato
gastrintestinal e 6rgaos reprodutivos, entre outros (Satokata & Maas, 1994;
Mortlock & Innis, 1997; Garcia-Barcel6 ef al., 2007; van den Akker et al., 2008).
Interessantemente, alguns genes homeobox especificos regulam fungdes
importantes no adulto, incluindo gametogénese (Ota et al., 2006), angiogénese
(Rhoads et al., 2005; Hansen et al., 2006) e hematopoiese (Sauvageau et al.,
1994; Leroy et al., 2004).

Os genes homeobox s&o divididos em duas grandes classes: classe |
gue contém os genes agrupados (genes da familia HOX) e a classe Il que inclui
0s genes homeobox divergentes e dispersos pelo genoma (Owens & Hawley et

al., 2002). A maioria dos genes homeobox esta dispersa e ndo agrupada em



complexos (Alberts et al., 2004). Com base na similaridade da sequéncia de
nucleotideos, posi¢do dos introns, organizacao em clusters e associagdo dos
produtos protéicos com co-fatores, os genes homeobox sao divididos em, pelo
menos, 20 familias distintas, incluindo as familias bicoid (BCD), caudal (CAD),
engrailed (EN), even-skipped (EVE), muscle segment homeobox genes (MSX),
paired (PAX), pit-oct-unc (POU), empty spiracles (EMX), ortodenticle (OTX) e
sinus oculus (SIX) (Gehring et al., 1994; Holland et al., 2007). A familia mais
estudada e melhor caracterizada € a familia HOX (Svingen & Tonissen, 2006).

2.2. Familia HOX de Genes Homeobox

Dentre os genes homeobox em vertebrados, os pertencentes a familia
HOX se destacam como os homélogos aos genes homedticos do complexo
HOM-C de Drosdéfilas (Lappin et al., 2006). Esta familia de genes homeobox
tem sido extremamente estudada durante a evolugdo das espécies, sendo
sugerido que a familia HOX representa um microcosmo de mudangas
gendmicas evolucionarias, acompanhando a evolucao dos cordados, visto que
a complexidade do plano corporal parece estar correlacionada ao aumento do
namero de clusters de genes (Martinez & Amemiya, 2002). Os genes da familia
HOX sé@o encontrados em praticamente todos os animais, com a excec¢ao das
esponjas, e se apresentam em numeros de 4 a 48 genes por genoma,
dependendo da espécie (Lemons & McGinnis, 2006). Por exemplo, em
Drosofilas, o complexo HOM-C é formado por apenas 8 genes, cada um
codificando um fator de transcricao especifico (Martinez & Amemiya, 2002).

Mamiferos apresentam 39 genes HOX organizados em 4 clusters,
denominados A, B, C e D, localizados respectivamente em 4 cromossomos
diferentes (7p15, 17921.2, 12q13 e 2q31)(Chen et al., 2005) (Fig. 1). Existem
13 grupos de paralogos, numerados de 1 a 13 comecando a partir da
extremidade 3’ de seus loci (Freschi et al., 2005). Estima-se que os genes HOX
nos mamiferos tenham surgido através da combinacdo de dois eventos
evolucionarios diferentes, a cis-amplificacdo e a transduplicacao, a partir de
complexos ancestrais (Abate-Shen, 2002). Os genes HOX que se originaram
por transduplicagdo, também chamados de paralogos, compartiham uma
similaridade maior entre si quando comparado com 0s genes localizados nas

posicdes adjacentes do mesmo cromossomo (Svingen & Tonissen, 2006).



Apesar do fato que durante o processo de duplicacdo alguns paralogos terem
sido perdidos, as estruturas dos seus clusters foram mantidas intactas,
mantendo-os em suas posi¢cdes cromossomais (Martinez & Amemiya, 2002).
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Figura 1. Representacdo esquematica do alinhamento dos 4 clusters de genes
HOX em humanos com o complexo HOM-C de Drosoéfila. Os 13 grupos
paralogos estdo marcados na por¢ao inferior da figura. Adaptado do artigo de
Maconochie, 1996.

Em vertebrados, a seqtiéncia de expressao dos genes HOX durante o
desenvolvimento é bastante semelhante aos genes do complexo HOM-C de
Drosofilas e reflete a posicdo de cada gene dentro do cluster (Martinez &
Amemiya, 2002). Isto quer dizer que os genes localizados nas extremidades 3’
sdo transcritos primeiramente e na regiao anterior do embrido, enquanto que os
genes localizados nas extremidades 5’ sdo transcritos subseqiientemente e em
regidbes caudais, sendo esta uma propriedade conhecida como regra da
colinearidade (Zhao et al., 2005; Morgan, 2006; Lemons & McGinnis, 2006). O
desenvolvimento das regides branquial e do romboencéfalo € controlado pelos
genes dos grupos 1 a 4, o desenvolvimento da porgdo toraxica € regulado
pelos genes HOX centrais, correspondentes aos grupos 5-8, enquanto os
genes dos grupos 9-13 regulam a regido lombo-sacral do embrido, trato



urinario e genitalia (Morgan, 2006). Contudo, o fendmeno de dominancia
posterior que ocorre em Drosdéfilas, onde o programa morfogenético do embridao
€ especificado pelo membro da familia HOX com localizagdo mais posterior
expresso no momento (Papageorgiou, 2006), em camundongos e,
provavelmente humanos, é substituido pela teoria da redundancia. Esta teoria
afirma que o padrdo de desenvolvimento de uma célula ou tecido é resultado
da expressdo combinada de varios membros da familia HOX, e ndo da
atividade especifica ou dominante de um membro individual (Maconochie,
1996; Greer et al., 2000). O melhor exemplo desta teoria € demonstrado pelos
membros do pardlogo 9 (HOXA9, HOXB9 e HOXD9) durante o
desenvolvimento da glandula mamaria. 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 expressao dos 3 membros
(knockout triplo) apresentam uma intensa hipoplasia durante a gravidez e
lactagéo (Chen & Capecchi, 1999), indicando que a morfogénese das glandulas
mamarias € dependente de uma regulacdo quantitativa dos genes HOX ao
invés da regulagao qualitativa encontrada em Drosdéfilas.

A expressao dos produtos dos genes HOX é seletiva e pode ser
controlada em diversos niveis, incluindo os estagios transcricionais e pdés-
transcricionais (Mann & Chan, 1996). Dentro deste contexto pouco conhecido,
as proteinas dos grupos polycomb e trithorax parecem ter papel importante
(Sparmann & Lohuizen, 2006). Os membros do grupo polycomb operam em
complexos que modificam as propriedades locais da cromatina, levando ao
silenciamento génico (Ringrose & Paro, 2000). Especificamente no caso dos
genes da familia HOX, os membros do grupo polycomb inibem a expressao por
meio de alteracdes epigenéticas, incluindo a trimetilacao da lisina 27 da histona
3 (H3K27me3) e a dimetilagdo da lisina 9 também da histona 3 (H3K9me2)
(Kiefer, 2007). Em contraste, as proteinas da familia trithorax induzem a
formacao de eucromatina, favorecendo a transcricdo de genes da familia HOX
(Ringrose & Paro, 2000; Beisel et al., 2002). Além da participagdo das
proteinas dos grupos polycomb e trithorax no controle transcricional dos genes
HOX, o efeito do &cido retindico no desenvolvimento do sistema nervoso
central foi demonstrado (Daftary & Taylor, 2006). Nos estagios iniciais da



embriogénese, o acido retindico regula a expressao dos paralogos localizados
na porcéo 3’ da familia HOX de genes homeobox (Daftary & Taylor, 2006).

Dentre os diferentes mecanismos pdés-transcricionais de controle da
funcado do produto génico, o Unico mecanismo bem caracterizado envolvendo
as proteinas do grupo HOX é o de associacao com co-fatores (Mann & Chan,
1996; Saleh, 2000). Pbx1 foi o primeiro co-fator das proteinas HOX a ser
identificado (Abate-Shen, 2002). As interacées entre HOX e Pbx1 nos
paralogos 1-8 sdo dependentes de um hexapeptideo, do qual 4 aminoacidos
representam a seqiéncia (nucleo) principal de ligacao (YPWM), localizado na
porcdo N-terminal das proteinas HOX (Chang et al., 1995; Phelan et al., 1995).
Ja nos paralogos 9 e 10, onde a seqiéncia YPWM nao esta presente, a ligacao
com Pbx1 é dependente de um residuo de triptofano na regido N-terminal
préxima ao homeodominio (Shen et al., 1997b), enquanto que nos paralogos
11-13 a funcdo de Pbx1 é substituida por Meis1, visto que Pbx1 ndo interage
com as proteinas destes paralogos (Shen et al,, 1997a). Outros mecanismos
de regulacdo génica, incluindo splicing alternativo, parecem participar do
controle dos genes da familia HOX (Kornfeld et al., 1989), mas estes
mecanismos nao estdo ainda bem caracterizados. Ainda, a regulacao
enddcrina de genes HOX foi descrita no ciclo menstrual, onde os niveis de
expressdao de HOXA10 e HOXA11 acompanham as mudancgas ciclicas de
estrogeno e progesterona (Daftary & Taylor, 2006). Para uma completa
compreensao da funcao dos genes HOX no desenvolvimento celular e tecidual,
um melhor conhecimento dos sistemas regulatérios destes genes se faz
necessario.

O uso de animais transgénicos com ganho ou perda de funcao génica
tem contribuido no entendimento da funcédo de alguns genes da familia HOX.
Camundongos knockout para os genes HOXA11 e HOXD11 apresentam um
desenvolvimento 6sseo incompleto, revelando um papel importante destes
genes na formacdo Ossea (Boulet & Capecchi, 2003). Especificamente,
embrides mutantes apresentam membros menores comparado com animais
normais, uma vez que o programa de maturacdo do tecido ésseo € alterado.
Nestes animais a producdo do tecido cartilaginoso é normal, mas a sua
ossificacao é retardada, sugerindo que estes genes tém papel importante na

inducdo da diferenciacdo dos osteoblastos (Boulet & Capecchi, 20083).
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Camundongos mutantes para os genes HOXA3 ou HOXD3 nao apresentam
anormalidades no eixo corporal, mas mutantes duplos para estes genes
demonstram uma perda da vértebra atlas e remodelacao da coluna vertebral
(Condie & Capecchi, 1994). Camundongos knockout para os genes HOXA13 e
HOXD13 apresentaram auséncia da bexiga e estenose prematura do cordao
umbilical (Warot et al., 1997). Interessantemente, animais haploinsuficientes
para HOXA13 sobrevivem até a idade adulta, mas apresentavam
anormalidades importantes dos érgaos reprodutores e reto, demonstrando sua
importancia na formacao das porcoes posteriores dos aparelhos digestivo e
genital (Warot et al., 1997).

Os membros da familia HOX foram primeiramente identificados como
reguladores do padrdo de formacao antero-posterior durante a embriogénese,
mas inumeros estudos tém demonstrado a participacdo destes genes em
células adultas diferenciadas (Bagot et al., 2000; Cillo et al., 2001; Daftary &
Taylor, 2006). Contudo, pouco se conhece sobre a fungcdo destes genes nos
tecidos adultos. No pulmao adulto, 11 membros da familia HOX sdo expressos,
incluindo 5 membros do I6cus A (HOXA2 ao HOXAGB), 5 membros do I6cus B
(HOXB2 ao HOXB6) e o gene HOXD1 (Tiberio et al., 1994). O gene HOXAS se
mantém altamente expresso durante a formagédo pulmonar e em pulmdes de
recém-nascidos, mostrando que os genes HOX possuem diferentes papéis na
regulagdo da maturagao pulmonar (Mandeville et al., 2006). A expressao dos
varios genes HOX que se encontram altamente expressos no pulméo fetal
diminui com o0 avanc¢o da gestacéo, principalmente o gene HOXB5 (Volpe et al.,
2003). Niveis elevados da proteina HOXB5 tém sido encontrados em casos de
malformacdo adenomatdide cistica congénita e em sequestracdes
bronquiopulmonares quando comparado com o tecido pulmonar normal,
sugerindo um papel importante deste gene no processo de formacdo de
anormalidades pulmonares (Volpe et al.,2003). A expressao dos membros da
familia HOX em tecidos humanos normais, incluindo rim, mama, colon, cérvix
uterino e figado, é similar aos encontrados na analise pulmonar, contudo, cada
orgao adulto demonstra uma combinacao especifica de expressao de genes
HOX. Nos érgéos citados, a expressao envolve um numero muito superior de
membros da familia HOX, sendo 30 expressos no rim e 29 na mucosa intestinal

(Cillo et al., 2001). Em cérvix uterino, a maioria dos genes do lécus B foi
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detectada (7/10) na camada basal do epitélio, indicando seu papel na
proliferacao e/ou diferenciagéo do epitélio cervical (Lopez et al., 2006). O gene
HOXA10 esta ligado a diferenciacao funcional do utero adulto e parece ser
regulado por horménios como estrégeno, progesterona e testosterona (Daftary
& Taylor, 2006). Mulheres com a sindrome do ovario policistico apresentam
niveis elevados de testosterona e uma reducdo nos niveis de expressao de
HOXA10, o que correlaciona com a dificuldade de implantacdo dos embrides e,
portanto, infertilidade destas mulheres (Daftary & Taylor, 2006). Coletivamente,
estes estudos indicam que a plasticidade dos oOrgaos adultos, onde
proliferacdo, diferenciagdo e regeneracdo de muitos tipos celulares sao
intensas, pode estar associada com a expressao de genes da familia HOX.

A hematopoiese também é um processo conhecidamente regulado por
genes da familia HOX (Sauvageau et al., 1994). Interessantemente, como o
sistema hematopoiético ndo possui uma orientacdo espacial, a expressao
diferencial dos genes HOX se manifesta pela especificidade de cada linhagem
celular (Daftary & Taylor, 2006). HOXA7 apresenta niveis elevados de
expressdao em células indiferenciadas, porém seus niveis sdo reduzidos
durante a diferenciagdo monocitica e mantidos durante a diferenciacéo
granulocitica (Leroy et al., 2004). Quatro dos 11 genes do cluster A (HOXA4,
HOXA5, HOXA9 e HOXA10) estdo expressos em linhagens CD34", contudo
apenas o membro HOXA10 é expresso exclusivamente por estas células
(Sauvageau et al., 1994). A superexpressao individual de alguns membros da
familia HOX provoca uma perturbacao no padrdo de diferenciacdo das células
hematopoiéticas indiferenciadas (Dorrance et al., 2006). A superexpressao de
HOXA5 em células da medula 6ssea e do cordao umbilical promove a
expansao de células mieldides progenitoras e a reducao na proliferacao e
diferenciacdo dos eritrocitos (Argiropoulos & Humphries, 2007). Estudos
utilizando oligonucleotideos antisense contra HOXA5 demonstraram que este
gene regula a proliferacdo dos eritrocitos e controla a hematopoiese
granulocitica/monocitica (Strathdee et al., 2007a). Estes achados demonstram
que o gene HOXAS tem um papel importante como regulador da diferenciacao
celular durante a hematopoiese (Fuller et al., 1999). Juntamente com o gene
HOXAS5, a superexpressao de HOXA10 esta associada com perturbacoes na

diferenciacdo mieldide e de linfécitos B (Argiropoulos & Humphries, 2007).
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Estes estudos sugerem que os genes da familia HOX sao importantes para a
hematopoiese e que diferentes combinagbes de expressao destes genes estdo
envolvidas na diferenciacdo e maturacao de linhagens celulares especificas.

As Unicas mutagdes naturais em humanos descritas em genes da familia
HOX ocorrem nos membros HOXA13, HOXD10 e HOXD13 (Grier et al., 2005;
Shrimpton et al., 2004; Mortlock & Innis, 1997) Mutacées em HOXD13
promovem simpolidactilia, uma combinagéo de sindactilia e polidactilia (Grier et
al., 2005). Individuos afetados por esta alteracdo apresentam mutacao por
insercdo de uma seqiéncia de polialaninas no exon 1 do gene HOXD13,
resultando em um ganho de funcdo (Goodman et al., 1997). Crossing-over
desigual é provavelmente o mecanismo pelo qual esta mutacdo ocorre, visto
que as expansbes nas sequéncias de polialaninas sao freqlentemente
derivadas da recombinacdo entre 2 alelos normais, porém incorretamente
pareados (Warren, 1997). Mutagdes em HOXA13 induzem a sindrome da mao-
pé-genital (Mortlock & Innis, 1997). Esta sindrome apresenta anormalidades
nos membros, incluindo falanges curtas e fusao e calcificacdo dos ossos do
pulso, e nos genitais, como bifurcagcbes parcial ou completa do utero e
hipospadias (Mortlock & Innis, 1997). Recentemente uma mutagdo no gene
HOXD10 foi encontrada em uma familia segregando simultaneamente, de
forma autossébmica dominante com penetrancia incompleta, as doencas de
Charcot-Marie-Tooth e talus vertical congénita (Shrimpton et al., 2004). Estas
doengas sdo caracterizadas por deformidades nas por¢des distais dos
membros inferiores. Nesta familia foi identificado uma transversdo de uma
timina para uma adenina na posicao 956 do exon 2 do gene HOXD10,
resultando em uma mutacao de sentido trocado (missense) no cédon 319, com
a substituicao de uma metionina (ATG) por uma lisina (AAG) (Shrimpton et al.,
2004).

A sindrome fetal do valproato é outra alteracao do desenvolvimento
associada com alteracoes na expressao de genes HOX. O valproato sddico é
amplamente usado como droga antiepilética e seu uso durante a gravidez é
comprovadamente teratogénico (Faiella et al., 2000; Kulkarni et al., 2006), com
fetos apresentando mal-formacdes do tubo neural, defeitos cardiacos, fissuras
orais e anomalias dos genitais e membros (Kulkarni et al., 2006). Experimentos

com culturas celulares demonstraram que o tratamento com valpoatro sédico
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induz uma significante alteragdo do padrao de expressao dos genes HOXD1,
HOXD8, HOXD10, HOXD11 e HOXD12, sugerindo uma explicagcdo para as
alteracdes homeodticas (Faiella et al., 2000).

2.3. Genes da Familia HOX em Céancer

As descobertas das ultimas décadas demonstram que muitas das vias
moleculares que fundamentam o desenvolvimento e a progressao tumoral sdo
aberracoes de processos que controlam a embriogénese. Dentro deste
contexto, 0s genes homeobox sdo considerados 0s maestros que controlam a
intima relagcdo entre embriogénese e tumorigénese (Yoshida et al., 2006). O
potencial oncogénico dos genes HOX tem sido claramente demonstrado em
leucemias e seu papel no desenvolvimento de neoplasias sélidas estd sendo
atualmente muito estudado (Chen et al., 2005). Muitos estudos registraram
diferencas na expressdao dos genes da familia HOX entre tecido normal e
neoplasico, porém sua relacdo funcional com o fendtipo maligno ainda
permanece obscura na maioria dos casos. E de consenso geral que a
expressdao aberrante de genes da familia HOX possa contribuir para a
desregulacdo dos principais processos associados com o desenvolvimento
e/ou progressao tumoral, incluindo proliferagéo, diferenciacdo e morte celular,
neovascularizacdo e migracao e invasao dos tecidos adjacentes (Grier et al.,
2005; Rhoads et al., 2005; Zhao et al., 2005; Yoshida et al., 2006).

De maneira geral, o padrao de expressao dos genes homeobox em
tumores pode ser categorizado em 3 niveis (Abate-Shen, 2002). A primeira
categoria diz respeito aos genes homeobox que sao re-expressos em células
tumorais derivadas de tecidos nos quais 0s genes sdo normalmente expressos
durante a embriogénese. Esta classe inclui a maioria dos membros da familia
HOX. Por exemplo, a expressdo de HOXA9 é importante na indugdo da
proliferacao e diferenciacdo de linhagens mielociticas durante a hematopoiese,
mas nao é detectado em células adultas (Zeisig et al., 2004), contudo, a
expressao deste gene em leucemias mieldides agudas € associada com um
prognostico desfavoravel dos pacientes (Popovic et al, 2007). A segunda
categoria inclui genes homeobox que sdo expressos em células tumorais, mas
ndao sao normalmente expressos nas células em que o tumor se originou

durante a embriogénese (nova expressao). Por exemplo, o gene PAX5 esta
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envolvido com o desenvolvimento de meduloblastomas, onde foi encontrado
em areas contendo células indiferenciadas, porém nao € detectado no cerebelo
durante o desenvolvimento, indicando seu papel na desdiferenciacao celular
nesta neoplasia (Kozmik et al., 1995). A terceira categoria inclui os genes
homeobox que tém sua expressdo reduzida em células tumorais quando
comparado com o tecido normal. Estes genes séo freqlentemente expressos
em tecidos adultos diferenciados e tém uma expressao reduzida ou silenciada
em canceres (Abate-Shen, 2002). Podemos citar como exemplo desta
categoria a expressao do gene homeobox Nkx3.1, que é importante para a
manutengédo e funcao das células epiteliais prostaticas diferenciadas (Bhatia-
Gaur et al., 1999). A perda de expressao deste gene induz proliferagao celular,
resultando em neoplasias prostaticas intra-epiteliais (Abdulkadir et al., 2002).

Os primeiros estudos sobre genes HOX e cancer procuraram identificar
a expressao destes genes em tumores de diversos 6rgaos, visto que o padrao
de expressao para cada 6rgao parece ser especifico. Na analise dos niveis de
expressao dos genes HOX em amostras de tecido de CEC esofagico e de
mucosa esofagica normal, Chen et al. (2005) identificaram 13 genes da familia
HOX com expressao alterada. Os genes HOXA10, HOXA13, HOXB7, HOXC4,
HOXC4, HOXC8, HOXD9, HOXD10 e HOXD13 foram expressos somente
pelas amostras de CEC, sugerindo uma possivel participacdo destes membros
no desenvolvimento e progressao tumoral. Os genes HOXA2, HOXA7, HOXAY,
HOXC6 e HOXC9 foram expressos pelas amostras de mucosa normal e CEC,
mas os membros HOXA7, HOXA9 e HOXC6 apresentaram niveis de
expressao consideravelmente mais altos no CEC quando comparado com o0s
de mucosa normal. Os genes HOX também foram encontrados com expressao
aberrante em canceres de célon. Os genes HOXB6, HOXB8, HOXC8 e HOXC9
foram mais expressos em linhagens celulares derivadas de podlipos intestinais e
de carcinoma colorretal do que em linhagens normais (Vider et al., 2000). Na
mucosa de colon, todos os membros da familia HOX estdo expressos, porém
no adenocarcinoma o gene HOXA9 foi significantemente mais expresso
quando comparado a mucosa normal (Freschi et al, 2005). HOXC6 foi
expresso em areas diferenciadas do epitélio intestinal, mas foi silenciado na
maioria das amostras de cancer (Freschi et al., 2005).

15



A analise comparativa da expressdao dos genes HOX em tecidos
mamarios normais e tumorais demonstrou expressao diferenciada dos genes
HOXA1, HOXA2, HOXAS3, HOXA5, HOXA9, HOXC11, HOXD3, HOXD4,
HOXD8, HOXD9 e HOXD10 (Makiyama et al., 2005). Todos estes genes HOX,
exceto HOXC11, apresentaram maiores niveis de expressao nas amostras de
tecido normal em relagcdo aos tecidos neoplasicos (Makiyama et al., 2005). Em
outro estudo foi demonstrado que os genes HOXD3 e HOXD4 sao expressos
apenas por linhagens celulares de mama normais, enquanto que 0s genes
HOXAS3, HOXB1 e HOXC13 sao expressos nas linhagens celulares tumorais
(Svingen & Tonissen, 2003). O gene HOXA1 também foi detectado em
linhagens celulares de carcinoma de mama, sendo que sua expressao foi
positivamente regulada pelo tratamento destas células com progestina, um
hormonio esterodide ligado a diferenciacédo celular (Chariot & Castronovo, 1996).

Os genes HOXA1, HOXB2, HOXB4, HOXC5, HOXC10 e HOXD13 foram
encontrados somente em canceres de colo de utero, ndo sendo expressos em
tecidos normais (Hung et al., 2003). HOXC10 foi analisado quanto ao seu papel
na indugédo da capacidade invasiva de células de cancer de colo de Utero, visto
que uma expressao elevada de HOXC10 foi encontrada em queratindcitos
cervicais imortalizados por papilomavirus humano e células de carcinoma
cervical (Zhai et al., 2007). Neste estudo os autores demonstraram que
linhagens celulares que tiveram a expressdao de HOXC10 bloqueada
apresentaram uma significante reducdo na capacidade invasiva (Zhai et al.,
2007). A comparacgao entre o padréo de expressao dos genes HOX entre uma
linhagem de queratindcito cervical normal e linhagens celulares derivadas de
carcinoma cervical foi similar, com excecao dos genes HOXC5 e HOXC8 que
foram expressos somente em linhagens celulares derivadas de carcinoma
cervical, sugerindo uma possivel associagcao destes genes com o processo de
transformacdo maligna (Alami et al., 1999). Em outro estudo, somente o0s
genes HOXA2, HOXA7, HOXC5, HOXC8 e HOXD12 nao foram expressos em
amostras de tecido cervical normal e o0 gene HOXC5 foi expresso em 9 das 11
linhagens celulares de carcinoma cervical avaliadas, sugerindo que além do
gene HOXC5, os genes HOXB2, HOXB4, HOXC10 e HOXD13 também podem
estar envolvidos no processo de transformacao de células cervicais normais

em células malignas (Magli et al., 1991). A analise da expressdo dos genes
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HOX em carcinomas de ovario demonstrou uma correlagdo entre a expressao
dos genes HOXA7, HOXA9, HOXA10 e HOXA11 com a diferenciacao dos
ductos de Muller (Cheng et al., 2005). Em um estudo com linhagens celulares
de carcinoma de endométrio, os autores demonstraram que os paralogos
HOXB13 e HOXC13 foram expressos pela grande maioria das linhagens
celulares, e que a inibicaio de HOXB13 por oligonucleotideos antisense
diminuiu em 90% a capacidade de invasdo das células tumorais (Zhao et al.,
2005).

Os niveis de expressao dos genes HOXA11, HOXA13, HOXB9,
HOXD12 e HOXD13 estdo aumentados em melanomas em comparagdo com
0s niveis encontrados em nevos pigmentados (Maeda et al., 2005). Além disso,
os niveis de expressao de HOXA1, HOXA2, HOXC4 e HOXB13 sao maiores
em melanomas com metastases a distante comparado com tumores nao
metastaticos (Maeda et al, 2005). Ainda neste trabalho, a expressao dos
genes HOX foi distinta quando se comparou melanomas de diferentes
espessuras. Os membros HOXA11 e HOXB2 apresentaram niveis elevados de
expressdao em amostras de melanoma no estagio pT4 e o gene HOXC13 foi
mais expresso nos tumores pT1-pT3 quando comparado com os tumores pT4,
revelando que a expressdo alteradas destes 3 genes HOX pode estar
associada com a fase de crescimento vertical do melanoma. HOXB7 foi o Unico
gene do lécus B expresso constitutivamente em 25 diferentes linhagens
celulares e em 5 amostras cirargicas de melanoma humano (Caré et al., 1996).
Em culturas de melanécitos normais e em nevos melanociticos, o gene HOXB7
€ expresso somente em células em proliferacdo (Maeda et al., 2005).
Coletivamente, estes estudos demonstram que diferentes genes homeobox da
familia HOX podem estar associados ao desenvolvimento e/ou comportamento
bioldgico dos melanomas cutaneos.

Em amostras de tecido pulmonar, os niveis de expressdo de HOXA1,
HOXA5, HOXA10 e HOXC6 foram maiores em carcinomas comparado com 0s
niveis encontrados em tecido normal (Abe et al., 2006). Ja amostras de
adenocarcinoma pulmonar, os genes HOXA5 e HOXA10 foram mais expressos
do que no tecido normal. Além disso, quando comparadas as duas neoplasias,
os niveis de expressdo de HOXA1, HOXD9, HOXD10 e HOXD11 foram

maiores nas amostras de carcinoma comparado com amostras de
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adenocarcinoma, mostrando o papel da expressao aberrante dos genes HOX
também na diversidade histolégica das neoplasias (Abe et al, 2006). A
expressao anormal de um numero variado de genes HOX dos 4 clusters tem
sido identificada em canceres de pulmao, em particular os membros do l6cus
C, os quais sao expressos nos tecidos tumorais e ausentes no tecido pulmonar
normal adulto (Abate-Shen, 2002). Acredita-se que a expressao alterada do
gene HOXC5 em linhagens celulares derivadas de cancer de pulmao humano
pode estar associada com os eventos tardios envolvidos no desenvolvimento
do céncer pulmonar (Abate-Shen, 2002).

Em préstata, os genes HOXC4, HOXC5, HOXC6 e HOXC8
apresentaram pouca ou nenhuma expressao em amostras de tecido prostatico
normal e em amostras de hiperplasia prostatica benigna (Miller et al., 2003).
Por sua vez, estes genes foram fortemente expressos em carcinomas com
metastases linfonodais (Miller et al., 2003). Resultados similares foram
observados em linhagens celulares derivadas de tecido prostatico normal e
tumoral (Miller et al, 2003). HOXC8 apresentou niveis significantemente
elevados de RNA mensageiro em 12 das 16 amostras de canceres de préstata
avaliadas por Waltregny et al. (2002) quando comparado com as amostras do
tecido normal correspondente. HOXC8 foi também expresso por 2 das 3
linhagens celulares de cancer de préstata humano estudadas (LNCaP, DU-145
e PC-3). Este estudo também revelou que os niveis do gene HOXC8 sao
significantemente e diretamente correlacionados com a perda de diferenciacéao
celular dos tumores prostaticos e desempenham papel importante na aquisicao
do fendtipo metastético e invasivo das células tumorais (Waltregny et al., 2002).
Desta forma, estes autores sugeriram que a superexpressdo dos membros do
cluster C da familia HOX de genes homeobox desempenhe papel importante
na patogénese do cancer de préstata (Miller et al., 2000; Waltregny et al.,
2002).

A presenca dos genes HOX tem sido freqlentemente observada em
leucemias, principalmente nas leucemias mieldides agudas (Maroulakou &
Spyropoulos, 2003; Grier et al., 2005). Por exemplo, HOXA7 é superexpresso
em leucemias mieldides agudas, e células superexpressando HOXA7
apresentam suas capacidades de adesdao e migracdo perturbadas nas

primeiras etapas de diferenciacao celular (Leroy et al., 2004). Os mecanismos
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que induzem uma expressao alterada dos genes da familia HOX em canceres
sdo variados, mas em leucemias, as mudangas na expressao destes genes
estdo associadas as translocacbes e rearranjos cromossémicos (Dimartino et
al., 1999). Em camundongos transgénicos com uma duplicacdo sequencial do
gene MLL (mixed-lineage leukemia), um homdlogo do gene trithorax de
Drosofilas, os genes HOXA7, HOXA9 e HOXA10 apresentam um padréo
alterado de expressao, resultando em defeitos no esqueleto e na hematopoiese
(Dorrance et al., 2006). A superexpressao de HOXA9 em leucemias mielbides
agudas esta associada a translocacao deste gene e a fusdo com gene NUP98
(Nakamura et al., 1996). Em leucemias, € comum encontrar a regido promotora
do gene HOXA5 hipermetilada, sugerindo o mecanismo que induz o
silenciamento deste gene em leucemias (Strathdee et al., 2007a).

A expressao desregulada dos genes HOX pode induzir efeitos variados
nas células, contribuindo no desenvolvimento ou progressao do tumor. O gene
HOXA10 é um regulador positivo do gene supressor de tumor p53, que
apresenta papel importante no controle do ciclo celular e no reparo do DNA
(Prives & Hall, 1999). A expressao forcada do gene HOXA10 em células
humanas derivadas de cancer de mama resulta na re-expressao de p53, o que
€ associado a uma redugdo na capacidade invasiva e no potencial oncogénico
das células (Chu et al, 2004). Baseado nestes resultados, estes autores
sugeriram que a auséncia de expressao de HOXA10 pode ser importante para
o desenvolvimento do cancer de mama, uma vez que a perda de expressao
deste gene provoca um silenciamento génico de p53. Em adig¢do, Del Bene &
Wittbrodt (2005) demonstraram que a proteina HOXA10 pode ligar diretamente
a regiao promotora do gene p21, juntamente com seus co-fatores Pbx1 e
Meis1, ativando a transcricdo génica e induzindo uma parada do ciclo celular
na fase G1. Aléem do gene HOXA10, o gene HOXAS também atua como um
regulador transcricional de p53 (Raman et al.,, 2000). Em canceres de mama,
acredita-se que a perda de expressdo do gene HOXA5 ocorra devido a
metilacdo de sua regido promotora, com consequente perda na expressao de
p53, favorecendo assim a tumorigénese do cancer de mama (Raman et al.,
2000). Em canceres de pulméo, hipermetilacdo da regidao promotora também
parece ser o mecanismo de silenciamento de HOXAS5 (Shiraishi et al., 2002).

Interessantemente, apesar dos 4 clusters de genes HOX residirem em
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cromossomos diferentes, todos parecem ser “hot-spots” para metilacdo em
canceres de pulmao (Shiraishi et al., 2002).

Em linhagens celulares de melanoma, HOXD3 é expresso pela maioria
das amostras e a transfeccdo de oligonucleotideos antisense especificos
contra este gene inibe significantemente a invasao celular in vitro (Okubo et al.,
2000). Neste mesmo estudo a andlise por microarray destas células mostrou
maior expressdo de genes ligados ao citoesqueleto da célula, o que poderia
estar ligado a reducao da invasdo e motilidade destas células (Okubo et al.,
2002). Em células de cancer de pulmao da linhagem A549 transfectadas com o
gene HOXD3, a expressao de E-caderina foi perdida e a expressao de
placoglobina (y-catenina) foi intensamente reprimida, enquanto que as
integrinas a3 e B3 tiveram sua expressdo aumentada e N-caderina e integrina
a4 foram expressas de novo (Miyazaki et al., 2002). Comparadas com células
controle, as células transfectadas com HOXD3 demonstraram elevada
motilidade, capacidade invasiva e um maior numero de focos pulmonares
metdastaticos, os quais foram associados com uma maior expressao das
enzimas metaloproteinase de matriz 2 (MMP2) e ativador de plasminogénio
uroquinase (Hamada et al, 2001). Por meio de tecnologia antisense foi
demonstrado que o gene HOXD3 também controla a migracdo e invasao de
células do melanoma humano (Okubo et al., 2002). O gene HOXD3 também
media a conversdo do endotélio do estado de repouso para o estado
angiogénico/invasivo (Boudreau et al., 1997). Estimulagdo das células
endoteliais com fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) resultou na
expressdao aumentada de HOXDS, integrina av3 e ativador plasminogénio
uroquinase (Boudreau et al., 1997). Por outro lado, uso de oligonucleotideos
antisense especificos para o gene HOXD3 blogueou a habilidade de bFGF
induzir a expressao destes genes, mas expressao de HOXD3 na auséncia de
bFGF resultou na expressdo de integrina avB3 e ativador plasminogénio
uroquinase (Boudreau et al., 1997). De fato, a expressdo prolongada de
HOXD3 na membrana coribnica de embrides de galinha reteve as células
endoteliais em seu estado invasivo e impediu a maturacado dos vasos, levando
a deformacdes nos vasos e a endoteliomas (Boudreau et al., 1997).

HOXA1 estimula a ativacao transcricional de algumas moléculas pro-
oncogénicas, incluindo ciclina D1 e Bcl-2, induzindo a proliferagdo e
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sobrevivéncia de células de carcinoma mamario humano (Zhang et al., 2003).
A expressao forcada de HOXA1 é suficiente para promover a transformacao
oncogénica de células epiteliais mamaria humanas imortalizadas, com
consequente formacdo de col6nias em ensaios de “soft agar” (crescimento
independente de ancoragem) e formacao tumoral agressiva in vivo (Zhang et
al., 2006). Também foi demonstrado que E-caderina, uma molécula envolvida
na adesao celular e capaz de estimular a sinalizagéo intracelular e potencializar
a sobrevivéncia das células neoplasicas (Zhang et al., 2006), estimula a
expressdao de HOXA1 (Zhang et al.,, 2006). Neste contexto, HOXA1 induz a
sobrevivéncia celular e permite que E-caderina estimule a proliferacao
independente de ancoragem das células tumorais.

HOXB7 desempenha papel importante na progressao maligna do cancer
de mama através da liberacao de bFGF (Waltregny et al., 2002). A associacao
entre HOXB7 e bFGF foi confirmada em ensaios de transativagdo direta, no
qual HOXB7 foi capaz de se ligar a regido promotora de bFGF e desencadear
sua transcricdo génica (Waltregny et al, 2002). A inibicdo da atividade de
HOXB7 com oligonucleotieos antisense demonstrou uma redugdo na
capacidade invasiva das linhagens celulares derivadas do cancer de ovario
(Yamashita et al., 2006). Recentemente, Rubin et al. (2007) demonstraram que
células superexpressando o gene HOXB7 apresentam aumento de sobrevida e
da taxa de reparo do DNA quando comparado com seus respectivos controles.
Além disso, observou-se que o gene HOXB7 ndao age somente como um
ativador transcricional, mas também atua como um oncogene, interagindo com
membros da proteina-quinase dependente de DNA e desempenhando papel
importante no reparo do DNA. Assim, acredita-se que o gene HOXB7 se liga a
proteinas importantes envolvidas no processo de reparo de DNA e manutencao
da estabilidade gendémica (Rubin et al., 2007).

No Unico estudo que avaliou a expressao dos genes HOX em CEC orais,
os autores demonstraram que os niveis de expressdao dos genes HOXAT,
HOXA2, HOXA3, HOXA5, HOXA9, HOXB3, HOXB6, HOXB7, HOXB9, HOXC4,
HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC11, HOXC13, HOXD9, HOXD10 e HOXD11
sdo aumentados quando comparados com amostras de tecido normal e tecidos
com displasia (Hassan et al., 2006). Tecidos orais com displasia, independente
do grau, apresentaram niveis elevados dos genes HOXA2, HOXA3, HOXB3 e
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HOXD10 comparados com mucosa normal e niveis reduzidos dos genes
HOXA1, HOXB7, HOXB9 e HOXC8 quando comparados com as amostras de
CEC, sugerindo uma importdncia dos genes HOX nos eventos de
desenvolvimento e progressdo tumoral (Hassan et al., 2006). Este estudo
também revelou que a expressdo dos genes HOX em amostras de CEC oral
com e sem metastases para linfonodos. A expressdo dos genes HOXCA4-
HOXCS8 foi maior nas amostras de CEC oral com metéstases, sugerindo que a
expressao destes genes pode desempenhar papel fundamental na metastase
do CEC oral.

Coletivamente, os inumeros estudos na literatura demonstram que a
expressao inapropriada de genes da familia HOX pode estar associada ao
desenvolvimento e/ou progressdao de tumores. Em adicdo, a expressao dos
genes HOX varia de acordo com as células e tecidos dos quais as células

tumorais sdo provenientes.
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3. Proposicao

1. Comparar o padrao de expressdo dos membros da familia HOX de genes
homeobox dos loci A e D em linhagens celulares humanas de CEC oral e de

queratindcitos normais;
2. Estudar o padrao de expressdo destes genes em amostras de tecido oral
morfologicamente normal de pacientes ndo expostos aos principais fatores de

risco para o desenvolvimento dos CECs orais;

3. Analisar o padrao de expressao destes genes em amostras orais de CEC e

mucosa morfologicamente normal do mesmo paciente.
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4. Materiais e Métodos
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. Cultura de Células

Este estudo utilizou linhagens celulares comerciais de CECs orais de
lingua humanos (SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25, ATCC, Manassas, VA,
EUA) e uma linhagem celular de queratinécitos normais humanos imortalizada,
mas nao transformada denominada HaCAT. As linhagens de CEC oral
encontravam-se armazenadas em nosso Laboratério de Cultivo Celular,
enquanto que a linhagem HaCAT foi gentilmente doada pelo Dr. André Vetori
(Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, Sao Paulo-SP).

As linhagens de CEC oral foram descongeladas e cultivadas como
recomendado pela ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
EUA), em uma mistura 1:1 de DMEM/F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab Ltda, Campinas-SP), 0,4 ug/ml de
hidrocortisona (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e solucao antibidtica/antimicética
(Invitrogen) a 37°C em atmosfera umida contendo 5% COs.. A linhagem HaCAT
foi cultivada em DMEM (Invitrogen) contendo 10% de soro fetal bovino, 2 mM
L-glutamina (Invitrogen), 100 pg/ml de penicilina e 120 pg/ml de sulfato de

kanamicina a 372C em atmosfera umida contendo 5% CO..

4.3. Subcultivo e Plagueamento Celular

O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias e quanto as células atingiram
confluéncia foram subcultivadas. No subcultivo, o meio de cultura foi removido
e as células foram lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS) e
incubadas com tripsina (Invitrogen) a 2% por um periodo de tempo que variou
de 5 a 20 min, dependendo da linhagem celular. As células separadas do

frasco de cultura foram ressuspendidas em meio de cultura contendo soro fetal
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bovino, inibindo a acédo da tripsina, e transferidas para tubos de cultura com
capacidade de 15 ml. O precipitado de células obtido pela centrifugagéo a 400
xg por 3 min foi ressuspendido em 5 ml de meio de cultura e o numero de
células determinado por contagem em hemocitbmetro. Para o plagueamento,
5x10° células em 10 ml de meio de cultura foram semeadas em placas de
cultura com 100 mm de diametro (Corning Inc, Corning, NY, EUA), cultivadas
por 24 h e utilizadas para isolamento de RNA. Todos os experimentos foram
repetidos sempre utilizando passagens préximas, ndo havendo diferenca de

mais de 5 passagens.

4.4. Amostras de Tecido

Todos os fragmentos de tecido utilizados neste estudo foram coletados
durante o diagnéstico de pacientes com lesdes orais no Orocentro da FOP-
UNICAMP. Tabela 1 descreve as principais caracteristicas clinicas e
histopatoldégicas das amostras utilizadas neste estudo. Os fragmentos de
mucosa oral normal foram coletados de 14 individuos clinicamente saudaveis
sem histéria de tabagismo e etilismo que foram submetidos ao tratamento
cirlrgico para remocdo de lesdes benignas comuns no Orocentro. A margem
do leito cirurgico foi realizada uma biopsia com “punch” para obtencdo de um
fragmento de 0,5 cm de didmetro. Os pares de amostras orais de tecido de
CEC e de tecido morfologicamente normal foram coletados da mesma maneira,
através de biopsias por “punch” no interior da lesdo, evitando areas de
nescrose, e a margem da lesdo, respectivamente. Uma porcdo de cada
fragmento de tecido foi fixada em 10% formalina e processado para analise
histol6gica em coloracdo de hematoxilina e eosina. O restante dos fragmentos
de tecido foi imediatamente colocado em tubos de polipropileno estéril e livres
de DNases e RNases e congelado a temperatura de -80°C até o momento de

sua utilizacao.
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras deste estudo. Os

tumores foram histologicamente graduados como descrito previamente por

Anneroth et al. (1987), levando em consideracdo o grau de queratinizacao,

polimorfismo nuclear, nimero de mitoses por campo, padrdo de invasao

(profundidade do tumor), estagio de invasdo e presenca de infilirado

inflamatorio linfomonoplasmocitario.

Paciente Género Idade Localizacao TNM Graduacao
Histoldgica
Com lesoes benignas
1 F 50 Lingua NA Tecido normal
2 F 39 Mucosa jugal NA Tecido normal
3 M 75 Palato duro NA Tecido normal
4 F 64 Mucosa jugal NA Tecido normal
5 F 28 Palato duro NA Tecido normal
6 F 23 Mucosa jugal NA Tecido normal
7 F 47 Lingua NA Tecido normal
8 F 60 Rebordo alveolar NA Tecido normal
9 M 40 Labio inferior NA Tecido normal
10 F 35 Rebordo alveolar NA Tecido normal
CEC Oral
1 M 38 Labio inferior T2NOMO BD
2 M 60 Lingua T2NOMO MD
3 M 51 Retromolar T2N1MO BD
4 M 68 Palato mole T2NOMO MD
5 M 54 Palato mole T1NOMO MD
6 M 62 Palato mole T2N2MO MD
7 M 49 Palato mole T2N1MO MD
8 F 77 Mucosa jugal T2N1MO BD
9 F 65 Labio inferior T1NOMO MD
10 F 75 Assoalho bucal T1N1MO MD
11 M 72 Assoalho T1NOMO BD
12 M 54 Lingua T3N1MO BD
13 M 69 Lingua T3NOMO MD
14 M 70 Lingua T1NOMO BD

NA: ndo aplicavel. Graduagédo histologica: BD: bem diferenciado e MD:

moderadamente diferenciado.
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4.5. Isolamento de RNA Total

A técnica de isotiocianato de guanidina foi usada para a extracdo do
RNA total das linhagens celulares e das amostras de tecido (Chomczinski &
Sacchi, 1987). As linhagens celulares foram lavadas com PBS gelado e 1,5 ml
do reagente TRIzol (Invitrogen) foi adicionado e mantidos por 5 min em
temperatura ambiente. As amostras de tecido foram fragmentadas
manualmente com um bisturi, colocadas em tubos de polipropileno contendo
1,5 ml de TRIzol e trituradas com um homogeneizador de tecidos. As etapas
seguintes foram semelhantes para todas as amostras. Apos adicao de 0,3 ml
de cloroférmio para cada tubo, uma agitagdo vigorosa por 15 s foi realizada.
Em seguida, os tubos foram centrifugados por 15 min a 9.000 xg a temperatura
de 4°C. A fase aquosa da solucao foi transferida para tubos novos e 0,75 ml de
alcool isopropano foi adicionado para precipitacdo do RNA. Esta mistura foi
homogeneizada, incubada em temperatura ambiente por 10 min e centrifugada
a 9.000 xg a 4°C por 10 min. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado de RNA foi lavado com 1 ml de 75% etanol. Apéds
nova centrifugacdo a 6.000 xg a 4°C por 5 min, o precipitado foi seco,
ressuspendido em agua livre de DNases e de RNases e estocados a

temperatura de -80°C até o momento de sua utilizagao.

4.6. Analise da Concentracao e Integridade do RNA

A concentragcdo do RNA foi determinada por espectrofotometria com
comprimento de onda de 260 e 280 nm (Espectrofotdbmetro Genesys 2,
Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA). A relacdo de 1 OD a 260 nm sendo
equivalente a 50 ug/ml de RNA total foi utilizada em nossas determinacgdes. A
pureza e integridade do RNA isolado foram determinadas por gel de agarose a
1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentracao de 37% e 0,2 nug de
brometo de etidio. Dois ug de RNA foram misturados com 5x tampao de
aplicacao (solugao aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25%
xileno cianol) e aquecidos durante 5 min a 65°C. Apdés a separacao
eletroforética a 70 V por 2 h, o gel foi documentado com o sistema Kodak
Digital Science™ equipado com a camera digital DC40 (Eastman Kodak Co.,
Rochester, NY, EUA).
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4.7. Sintese de cDNA

Previamente a sintese do cDNA, 5 ug de RNA total foram incubados
com 1 unidade da enzima desoxirribonuclease | (DNase |, Amp Grade,
Invitrogen) por 15 min em temperatura ambiente para eliminacdao de
contaminantes de DNA gendémico. Inibicdo da DNase foi realizada pela adi¢cao
de 1 ul de EDTA a 25 mM pH 8 (Invitrogen) e aquecimento a 65°C por 10 min.
A sintese do cDNA foi realizada em 2 etapas. Na primeira etapa, foi adicionado
1 ul de Oligo-dT (0,5 mg/ml; Invitrogen) e 1 ul da mistura de dNTPs a 10mM
(Invitrogen). ApGs incubagéo por 5 min a 65°C e resfriamento da amostras em
gelo, foi adicionado 4 ul de 5x tampao de sintese (200 mM Tris-HCI pH 8,4 e
500 mM KClI), 2 ul DTT a 0,1 M, 1 ul (40 unidades) da enzima RNaseOUT
(Invitrogen) e 1 ul (200 unidades) da enzima Superscript Il RT (Invitrogen). Esta

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

4.8. Reacao de PCR “Duplex”

A reacédo de PCR “duplex” foi desenvolvida utilizando pares de primers
especificos para cada membro dos l6ci A e D da familia HOX de genes
homeobox e o gene controle GAPDH (Tabelas 2 e 3). Para cada reagéao de
PCR “duplex”, 2 ul do cDNA foram amplificados em um termociclador (Modelo
9600, Applied Biositems, Foster City, CA, EUA) em uma reacdo composta
pelos pares de primers especificos para cada membro da familia HOX , pares
de primers especificos para o gene GAPDH, 2 mM MgCl,, 0,8 mM dNTPs e
0,05 U/ul Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen). As reagfes foram
iniciadas por desnaturacao a 94°C por 2 min, seguidas por 32 ciclos de 94°C
por 30 s, 57°C por 30 s e 68°C por 1,5 min. Ao final destes ciclos, a reagao foi
incubada a 68°C por 10 min para garantir uma extensao completa de todos os
produtos amplificados. Os produtos de PCR foram misturados com tampao de
aplicacao (Gel loading solution, Sigma) e separados eletroforicamente a uma
corrente de 150 V por 1 h em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 8% em
tampao TBE (89 mM Tris, 89 mM acido borico e 2 mM EDTA). Os géis foram
corados com solugédo aquosa contendo 0,2 ug de brometo de etideo durante 15
min e documentados no sistema de fotodocumentacdo Kodak Digital science™
equipado com a camera digital DC120.
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4.9. Analise Densitométrica

A quantificagdo das bandas dos ensaios de RT-PCR foi realizada no
programa 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA). O
valor da densidade Optica foi calculado levado em consideracdo a area e a
intensidade de cada banda. A normalizagao foi realizada dividindo o valor da
densidade éptica da banda de interesse pelo valor de GAPDH.

4.10. Analise Estatistica

O teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar a
expressado dos genes HOX entre os diferentes grupos de tecidos. Em todas as
analises, p<0,05 foi considerado como indicativo de diferenca estatisticamente

significante.
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Tabela 2. Descricdo dos primers dos membros do I6cus A da familia HOX de genes homeobox utilizados nos ensaios de RT-PCR

“duplex”.
Gene Primer Sense Primer Antisense Concentragao dos Tamanho do
(5-3") (5-3") Primers (nM) Produto (pb)
HOXA1 GAGACCCAAGTGAAGATCTGGTT CCTTCTCGTCGTTTCCTGGCG 45 112
HOXA2 GAGAGACAAGTGAAAGTGTGGTT AGAAGGGCCCCAGAGACGCTAAG 91 182
HOXA3 GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTT CTTGGAGACTGGCCCCCCGAT 45 101
HOXA4 GAGCGCCAGGTCAAGATCTGGTT CTTTCCCTGGTGGGCCGGCAGAGGC 45 124
HOXAS5 TTGCCTCTCCGAGAGACAAATTAAAATCTGGTT ACTGACACTACGCGGGATCCGCTAATA 159 173
HOXA6 GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTT CTCCCCTGAAGCTGCGGAAGCCCC 45 240
HOXA7 GAGCGCCAGATTAAGATCTGGTT GGCCCCGGATCGGCCCCTCATTC 227 200
HOXA9 GAGAGGCAGGTCAAGATCTGGTT GAGGTTTAGAGCCGCTTTGTGCG 45 217
HOXA10 GGTACGGACAGACAAGTGAAAATCTT GGAAGTGAAAAAACCGCGTCGCCTGG 45 141
HOXA11 GATCGTCAAGTCAAAATCTGGTT TGGATTTGCTGAGTAGTACTGTAAACG 159 90
HOXA13 GAGCGGCAGGTCACAATCTGGTT TCTGAAGCGTTTCTTCAAGTTGCCTTCTTGC 45 128
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Tabela 3. Descri¢cao dos primers dos membros do I6cus D da familia HOX de genes homeobox e do gene controle GAPDH

utilizados nos ensaios de RT-PCR “duplex”.

Gene Primer Sense Primer Antisense Concentragao dos Tamanho do
(5’-3") (5-3") Primers (nM) Produto (pb)
HOXDA1 GACACGGAAGTCAAAATCTGGTT GAAGTTGGAGGGGAGCCACAG 111 106
HOXD3 GAACGCCAGATCAAGATCTGGTT ACTGGCTAGCCGGCGAGTGCAGGATG 278 94
HOXD4 GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTT CCAGGGTCCCCACTTCTATAAGGTCG 83 201
HOXD8 GAGAGACAGGTAAAAATCTGGTT CTGGAGAGTTTCTGGAAATCAAGCACCAAACA 278 140
HOXD9 GAGAGACAGGTCAAAATCTGGTT CTGGAGAGTTTCTGGAAATCAAGCACCAAACA 278 185
HOXD10 GACAGGCAGGTCAAGATTTGGTT TCAGACCGGCCTCAGACCTAAGA 111 122
HOXD11 GACCGGCAAGTCAAAATCTGGTT GAGCAGGCTGGTGGGAAGG 194 162
HOXD12 GACCAGCAAGTCAAAATCTGGTT CACGCGCGCGGCTAGTAG 194 98
HOXD13 GAGAGACAAGTGACCATTTGGTT GACAACCGAATGGCTTCTAAGCTGTC 111 130
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 80 285
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5. Resultados
5.1. Expressao dos Membros dos Loci A e D da Familia HOX de Genes
Homeobox nas Linhagens Celulares de Queratinécito Normal e CEC Oral

A linhagem de queratindcito normal imortalizada, mas nao transformada
HaCAT expressou 6 dos 11 (54,5%) genes do l6cus A (Fig. 2). Os membros
HOXA1, HOXA3, HOXA6, HOXA9 e HOXA13 n&o foram expressos pela linhagem
HACAT. As linhagens de CEC oral demonstraram um padrdo de expressao
semelhante para os genes do lécus A, com 9 membros expressos (81%) (Fig. 2).
Apenas os membros HOXA6 e HOXA9 nao foram expressos pelas linhagens
celulares de CEC oral (Fig. 2). Os genes HOXA1, HOXA3, HOXA4, HOXA10,
HOXA11 e HOXA13 foram expressos em niveis elevados nas linhagens de CEC
oral quando comparado com a linhagem HaCAT (Fig. 3). Os membros HOXAZ2,
HOXAS5 e HOXA7 apresentaram aproximadamente o mesmo padrao de expressao
em todas as linhagens celulares estudadas.

Para o l6cus D, a linhagem HaCAT expressou 4 dos 9 (44,4%) membros
deste locus (Fig. 4). Os genes HOXD1, HOXD3, HOXD4, HOXD12 e HOXD13 nao
foram expressos (Fig. 4). O padrao de expressao entre as linhagens de CEC foi
variado, com a linhagem SCC-4 expressando 5 membros (55,5%), as linhagens
SCC-9 e SCC-25 expressando 6 membros (66,6%) e a linhagem 15 expressando
7 membros (77,7%) (Fig. 4). Os genes HOXD3 e HOXD12 n&o foram expressos
por nenhuma das linhagens de CEC oral, enquanto que o gene HOXD4 nao foi
expresso por 3 das linhagens (SCC-4, SCC-9 e SCC-25). Os genes HOXD1 e
HOXD13 apresentaram niveis maiores de expressado nas linhagens celulares de
CEC oral quando comparado com a linhagem celular HaCAT (Fig. 5). Os membros
HOXD9, HOXD10 e HOXD11 demonstraram o0 mesmo padrao de expressao em

todas as linhagens celulares estudadas (Fig. 5).
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Figura 2. Padrao de expressdao dos membros do l6cus A da familia HOX de genes
homeobox nas linhagens celulares de queratindcitos normais (HaCAT) e de CEC
oral (linhagens SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25). Os resultados demonstraram a
auséncia da expressao dos genes HOXA6 e HOXA9 para todas as linhagens. Em
adicao, a linhagem HaCAT também n&o expressou os membros HOXA1, HOXAS3
e HOXA13.
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Figura 3. Analise densitométrica dos niveis de expressdo dos membros do l6cus
A da familia HOX nas linhagens celulares de queratinécitos normais (HaCAT) e de
CEC oral (linhagens SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25). O valor da expressao de
cada gene foi normalizado pelo valor de expressdo do gene controle GAPDH. Os
genes HOXA1, HOXA4, HOXA10 e HOXA11 foram expressos em maior
intensidade nas linhagens de CEC oral comparado com a linhagem HaCAT. Os
membros HOXA3 e HOXA13 nao foram expressos na linhagem HaCAT.



GAPDH >R i Sy S fy W—

GAPDH > il R Ty s——-

Figura 4. Padrao de expressdao dos membros do lécus D da familia HOX de genes
homeobox nas linhagens celulares de queratindcitos normais (HaCAT) e de CEC
oral (linhagens SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25). HOXD3 e HOXD12 nao foram
expressos por nenhuma das linhagens celulares deste estudo, enquanto que
HOXDS8 foi expresso por 3 linhagens de CEC oral (SCC-9, SCC-15 3 SCC-25) e 0
membro HOXD4 foi expresso apenas pela linhagem SCC-15. O gene HOXD13
nao foi expresso somente pela linhagem HaCAT.
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Figura 5. Analise densitométrica dos niveis de expressdo dos membros do l6cus
D da familia HOX nas linhagens celulares de queratinécitos normais (HaCAT) e de
CEC oral (linhagens SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25). O valor da expressao de
cada gene foi normalizado pelo valor de expressao do gene controle GAPDH. Os
membros HOXD1 e HOXD13 foram expressos com maior intensidade nas
linhagens de CEC oral comparado com a linhagem HaCAT.
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5.2. Expressao dos Genes dos Loci A e D em Amostras de Mucosa Oral
Normal de Pacientes sem Fatores de Risco para o Desenvolvimento de CEC
e Pares de Amostras de Mucosa Normal e CEC do Mesmo Paciente

A maioria dos genes analisados neste estudo (18/20) foi expressa em, pelo
menos, alguma das amostras. Apenas os membros HOXA6 (Fig. 13) e HOXA9
(Fig. 15) nao foram expressos por nenhuma das amostras. Interessantemente,
estes mesmos genes também ndo foram expressos pelas linhagens celulares
estudadas.

As amostras de tecido oral normal obtidas de pacientes livres de fatores
associados ao CEC oral expressaram poucos transcritos do l6cus A (Fig. 6). Os
membros HOXAS3 (Fig. 10), HOXAS5 (Fig. 12), HOXA7 (Fig. 14), HOXA10 (Fig. 16),
HOXA11 (Fig. 17) e HOXA13 (Fig. 18) ndo foram expressos por nenhuma das
amostras pertencentes a este grupo. O gene HOXA1 foi expresso, em niveis
reduzidos, por 3 amostras deste grupo (30%), HOXAZ2 foi expresso por 4 amostras
(40%) e HOXAA4 foi expresso por 3 das amostras do grupo de mucosa oral normal
de pacientes livres dos principais fatores de risco para o CEC oral.

Por outro lado, os membros do l6cus D foram mais expressos nas amostras
de tecido oral normal de pacientes livres de fatores associados a oncogénese oral
que os membros do l6cus A (Fig. 7). Todas as amostras deste grupo expressaram
os membros HOXD1, HOXD8 e HOXD9 e algumas amostras expressaram 0s
transcritos dos genes HOXD10, HOXD11 e HOXD13 (Fig. 7). Apenas os genes
HOXDS3 (Fig.20), HOXD4 (Fig. 21) e HOXD12 (Fig. 26) nao foram expressos por
nenhuma das amostras deste grupo.

As amostras de tecido normal provenientes dos pacientes com CEC oral
demonstraram um padrao de expressdo mais abundante comparando com as
amostras dos pacientes sem fatores de risco para o cancer. Todos os genes do
l6cus A, com excecdo de HOXA6 e HOXA9, foram expressos por, pelo menos,
algumas das amostras deste grupo (Fig. 6). Os membros HOXA3, HOXAS5,
HOXA7, HOXA10, HOXA11 e HOXA13 ndo foram expressos por nenhuma das
amostras de mucosa oral normal de pacientes sem fatores de risco para o CEC
oral, mas foram expressos por 28,6%, 28,6%, 14,3%, 28,6%, 35,7% e 21,4% das
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amostras de mucosa oral histologicamente normal de pacientes com CEC oral,
respectivamente (Fig. 6). Os niveis de expressdo dos genes HOXA1 (p<0,05; Fig.
8) e HOXA2 (p<0,01; Fig. 9) foram significantemente maiores nas amostras de
tecido normal proveniente de pacientes com CEC oral comparado com as
amostras de tecido normal de pacientes sem fatores de risco para o cancer oral.

O membro HOXD12 foi 0 uUnico gene silenciado em todas as amostras de
mucosa oral obtidas das margens das lesées de CEC (Fig. 7). Os genes HOXDS,
HOXD9, HOXD10 e HOXD11 foram expressos por praticamente todas as
amostras de mucosa oral normal obtidas das margens das lesdes de CEC (Fig. 7).
Os genes HOXD3 e HOXD4 néao foram expressos por nenhuma das amostras de
mucosa oral normal de pacientes sem fatores de risco para o CEC oral, mas foram
expressos em baixos niveis por 10% e 40% das amostras de mucosa oral
histologicamente normal de pacientes com CEC oral, respectivamente (Fig. 7). A
expressao do gene HOXDS8 foi a Unica significantemente maior nas amostras de
tecido normal proveniente de pacientes com CEC oral comparado com as
amostras de tecido normal de pacientes sem fatores de risco para cancer bucal
(p<0,05; Fig.22).

Os membros HOXA5, HOXA7 e HOXA10 foram expressos por um namero
marcadamente maior de amostras de CEC oral comparado com amostras de
tecido oral normal de pacientes sem fatores de risco e do préprio paciente com
CEC (Fig. 6). O numero de amostras de CEC oral que expressaram o0 gene
HOXAT1 foi similar ao numero de amostras de tecido normal obtidas as margens da
lesdo, enquanto que o numero de amostras que expressaram o0s genes HOXA2,
HOXA4 foram maiores no grupo de tecido normal (Fig. 6). Os niveis de expressao
dos membros HOXA4 (Fig. 11), HOXA5 (Fig. 12), HOXA7 (Fig. 14) e HOXA10
(Fig. 16) foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral comparado
com as amostras de tecido oral normal de pacientes sem fatores de risco e do
préprio paciente com CEC. A expressao de HOXA1 (p<0,001; Fig.8), HOXA2
(p<0,05; Fig. 9) e HOXA13 (p<0,05; Fig. 18) foram significantemente maiores nas
amostras de CEC oral comparado com amostras normais de pacientes livres de

fatores de risco para a oncogénese oral, mas nédo foram diferentes das amostras
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de mucosa normal de pacientes com CEC. Nao existiu nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos analisados para os genes HOXA3 e HOXA11.

Todos os membros do lécus D, com excegcdao dos genes HOXD3 e
HOXD12, foram expressos por um grande numero de amostras de CEC oral (Fig.
7). HOXD3 e HOXD12 foram expressos por apenas 10% e 20% das amostras de
CEC oral respectivamente. O gene HOXD4 foi mais expresso por amostras de
CEC oral comparado com as amostras de mucosa oral normal independente da
origem (Fig. 7). Independente da origem das amostras de mucosa oral normal, a
expressao dos membros HOXD9 (Fig. 23), HOXD10 (Fig. 24), HOXD11 (Fig. 25) e
HOXD13 (Fig. 27) foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral. A
expressao dos membros HOXD4 (p<0,001; Fig. 21) e HOXD8 (p<0,001; Fig. 22)
foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral comparado com
amostras normais de pacientes livres de fatores de risco para a oncogénese oral,
mas nao foram diferentes das amostras de mucosa normal de pacientes com
CEC. As expressdes dos membros HOXD1 (Fig.19), HOXD3 (Fig. 20) e HOXD12
(Fig. 26) ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos analisados.

40



100 -

% de Amostras
= il =

ha
o
1

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A9 A10 A11 A13

Figura 6. Os membros do lécus A foram pouco expressos pelas amostras de
mucosa oral normal de pacientes livres de fatores associados a oncogénese oral.
Porcentagem de expressao dos genes do lécus A nas amostras de mucosa oral
normal de pacientes sem habito de fumar ou consumir bebidas alcodlicas (L),
amostras de mucosa oral normal de pacientes com CEC oral ([]) e amostras de
CEC oral (W). Apenas os membros HOXA1, HOXA2 e HOXA4 foram expressos
pelas amostras de mucosa oral normal de pacientes sem fatores de risco para o
CEC oral. Comparando as amostras orais de mucosa normal e CEC do mesmo
paciente, observamos que os genes HOXA5, HOXA7 e HOXA10 foram expressos
em maior numero nas amostras de CEC, enquanto que o membro HOXAZ2,
HOXA4 e HOXA11 foram expressos em maior numero nas amostras de mucosa

oral normal.
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Figura 7. Membros do l6cus D da familia HOX de genes homeobox foram
expressos por um grande numero de amostras deste estudo. Porcentagem de
expressdao dos genes do lécus D nas amostras de mucosa oral normal de
pacientes sem habito de fumar ou consumir bebidas alcodlicas ([J), amostras de
mucosa oral normal de pacientes com CEC ([-J) e amostras de CEC oral (l). Os
genes HOXD1, HOXD8 e HOXD9 foram expressos por todas as amostras de
mucosa oral normal proveniente de pacientes sem habito de fumar e consumir
bebidas alcodlicas, enquanto que os genes HOXD3, HOXD4 e HOXD12 nao foram
expressos por nenhuma das amostras deste grupo. O gene HOXD12 também nao
foi expresso por nenhuma das amostras de mucosa oral normal proveniente de
paciente com CEC oral. Apenas os genes HOXD4 e HOXD12 foram expressos por
um nuamero marcadamente maior de amostras de CEC oral comparado com

mucosa oral normal, independente da origem.
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Figura 8. Expressao do gene HOXA1 em amostras orais de mucosa normal e CEC. (A) Reacao de PCR “duplex” para 10
amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C
representa o controle positivo de amplificacdo com DNA gendmico (B) Analise por PCR “duplex” para 14 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgcao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C)
Analise densitométrica da expressao de HOXA1 normalizada pelo controle GAPDH. A expressdo de HOXA1 foi
significativamente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras de mucosa oral normal de pacientes sem
fatores risco para o CEC (p<0,001). Os niveis de HOXA1 mRNA também foram maiores na mucosa normal de pacientes
com CEC comparado com mucosa normal de pacientes sem fatores de risco (p<0,05).
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Figura 9. Analise dos niveis de expressao do gene HOXA2 em amostras orais de mucosa normal e CEC. (A) Reacéo de
PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta
indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificacdo com DNA gendémico. (B) Analise por PCR “duplex”
para 14 pares de amostras orais de mucosa normal (designadas como TN na porcao superior da canaleta) e CEC do
mesmo paciente. (C) Andlise densitométrica da expressao de HOXA2 apds normalizacao pelos niveis de expressdo do
gene controle GAPDH. A expressao de HOXAZ2 foi significativamente maior em amostras de CEC oral comparado com
amostras de mucosa oral normal de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal (p<0,05).
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Figura 10. A expressao do gene HOXAS3 foi limitada a um pequeno nimero de amostras deste estudo. (A) Reacéo de
PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada
com a letra C representa o controle positivo de amplificacgdo com DNA genémico. (B) Analise por PCR “duplex” para 14
pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porcao superior da canaleta) e CEC do mesmo
paciente. (C) Andlise densitométrica da expressdo de HOXA3 apds normalizagdo pelos niveis de expressdao do gene
controle GAPDH. Nao houve diferenca nos niveis de expressao do HOXAS3 entre os grupos de amostras deste estudo.
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Figura 11. Expressdao de HOXA4 foi significativamente maior nas amostras de CEC oral comparado com as amostras de
mucosa oral normal. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco
para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificagdo com DNA gendmico.
(B) Andlise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgao
superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressao de HOXA4 apds normalizagcéao
pelos niveis de expressao do gene GAPDH. Os niveis de expressao de HOXA4 mRNA foram significativamente maiores
nas amostras de CEC oral quando comparado com as amostras de mucosa oral normal de pacientes sem fatores de
risco para o cancer oral (p<0,001) e amostras de mucosa histologicamente normal do mesmo paciente (p<0,05).

46



A Mucosa Oral Normal
C 4 6 7 10

1 2 3 5 8 9
HOXAS > R
TN CEC TNCEC TN CEC TNCEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC

GAPDH > — ] bt =
HOXA5 >

C

Par1 Par2 Par3 Par4 Par5 Par6 Par7 Par8 Par9 Par10 Par 11 Par 12 Par 13 Par 14

1,20 7

Expressdo de HOXA5
o o o =
=] 2 g 8

o
8

123456?891012345678910]1121314

Mucosa Oral Normal Pares de TN e CEC

o
8

Figura 12. A expresséo do gene HOXAS foi significativamente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras
de mucosa oral normal. (A) Reagéo de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco
para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificagdo com DNA gendmico.
(B) Andlise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgao
superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente (C) Analise densitométrica da expressao de HOXAS ap6s normalizagcéao
pelos niveis de expressao do gene controle GAPDH. Os niveis expressao de HOXAS5 foram significativamente maiores
nas amostras de CEC oral quando comparado com as amostras de mucosa oral normal do mesmo paciente (p<0,01) e
amostras de mucosa oral normal de pacientes sem fatores de risco para o cancer oral (p<0,001).
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Figura 13. O gene HOXAG6 nao foi expresso em nenhuma das amostras de tecido oral. (A) Reacao de PCR “duplex” para
7 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C

representa o controle positivo de amplificagdo com DNA gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 14 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente.

48



A Mucosa Oral Normal
cC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GAPDH > [S S i a— - p— —
HOXAT > \ouud

TN CEC TNCEC TN CEC TNCEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC TN CEC

GAPDH > . —
HOXA7 >

C

Par1 Par2 Par3 Par4 Par5 Par6 Par7 Par8 Par9 Par10 Par 11 Par 12 Par 13 Par 14

1,00 4

o o=
@ [+
o =]

Expressdo de HOXA7
g

0,20 ‘
0.00 I III.I . A=

12 3 456 7 8 9101 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14

Mucosa Oral Normal Pares de TN e CEC

Figura 14. A expressdo de HOXAY foi significativamente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras de
mucosa oral normal. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco
para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificagdo com DNA gendmico.
(B) Analise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras orais de mucosa normal (designadas como TN na porgao
superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressao de HOXA7 apds normalizagcéao
pelos niveis de expressao do gene controle GAPDH. A expressdo de HOXA7 na mucosa de pacientes com CEC é maior
quando comparado com amostras de mucosa normal de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal (p<0,001) e
com amostras de mucosa oral normal do mesmo paciente (p<0,01).
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Figura 15. O gene HOXA9 nao foi expresso em nenhuma das amostras de tecido. (A) Reacado de PCR “duplex” para 10
amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C
representa o controle positivo de amplificacdo com DNA genbémico. (B) Andlise por PCR “duplex” para 14 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente.
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Figura 16. Analise da expressdo do gene HOXA10. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de
pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o controle positivo de
amplificacdo com DNA genbmico. (B) Andlise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal
(designadas como TN na porcdo superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da
expressdao de HOXA10 apds a normalizacdo pelos niveis de expressdao do gene controle GAPDH. A expressado de
HOXA10 foi significativamente maior nas amostras de CEC oral quando comparado com amostras orais de mucosa

normal do mesmo paciente (p<0,05) e com amostras de mucosa normal de pacientes sem fatores de risco para o cancer
oral (p<0,001).
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Figura 17. A expressao do gene HOXA11 nao apresentou diferengas estatisticamente significantes entre os grupos de
amostras. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o
cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificagdo com DNA genémico. (B)
Analise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porcao superior da
canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressao de HOXA11 apd6s a normalizacao pelos
niveis de expressao do gene controle GAPDH.
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Figura 18. A expressao do gene HOXA13 foi restrita a poucas amostras. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10 amostras
de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o
controle positivo de amplificacdo com DNA gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras de
mucosa oral normal (designadas como TN na porcdo superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise
densitométrica da expressdao de HOXA13 apds normalizagdo pelos niveis de expressdao do gene controle GAPDH. A
expressao de HOXA13 foi significativamente maior nas amostras de CEC oral quando comparado com amostras de
mucosa normal de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal (p<0,05).
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Figura 19. O gene HOXD1 foi expresso em quase todas as amostras deste estudo. (A) Reacao de PCR “duplex” para 7
amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C
representa o controle positivo de amplificacdo com DNA genbémico. (B) Andlise por PCR “duplex” para 10 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢céao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C)
Analise densitométrica da expressao de HOXD1 apds normalizagao pelos niveis de expressao do gene controle GAPDH.
Os niveis de expressao de HOXD1 nao foram significativamente diferentes entre as amostras orais de CEC e de mucosa

normal.
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Figura 20. O gene HOXD3 néao foi expresso pela grande maioria das amostras deste estudo. (A) Reacdo de PCR
“duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com
a letra C representa o controle positivo de amplificacdo com DNA genémico. (B) Analise por PCR “duplex” para 10 pares
de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porcao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente.
(C) Andlise densitométrica da expressdao de HOXD3 apds normalizacdo pelos niveis de expressdao do gene controle
GAPDH. A expressao de HOXDS3 néo foi significativamente diferente entre amostras orais de CEC e de mucosa normal.
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Figura 21. O gene HOXD4 foi expresso pela maioria das amostras de CEC oral, mas foi expresso por poucas amostras
de mucosa oral normal. (A) Reacao de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco
para o cancer oral. Canaleta indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificagdo com DNA gendmico.
(B) Anadlise por PCR “duplex” para 10 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porcéo
superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressdao de HOXD4 apés normalizacao
pelos niveis de expressdo do gene controle GAPDH. A expressao de HOXD4 foi significativamente maior nas amostras
de CEC oral do que nas amostras de mucosa normal de pacientes sem fatores de risco (p<0,001).
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Figura 22. O gene HOXD8 foi expresso por todas as amostras deste estudo. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10
amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C
representa o controle positivo de amplificacdo com DNA genémico. (B) Andlise por PCR “duplex” para 10 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C)
Analise densitométrica normalizaDA pelos niveis de expressdo do gene controle GAPDH. A expressao de HOXDS8 foi
significativamente maior em amostras orais de CEC quando comparado com amostras de mucosa de pacientes sem
fatores de risco (p<0,001). A expressdo em mucosa oral normal proveniente de pacientes com CEC oral também foi
significativamente maior quando comparado com amostras de mucosa oral pacientes sem fatores de risco (p<0,05).
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Figura 23. O gene HOXD9 foi bastante expresso por todas as amostras. (A) Reacao de PCR “duplex” para 10 amostras
de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o
controle positivo de amplificacdo com DNA gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 10 pares de amostras de
mucosa oral normal (designadas como TN na porcdo superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise
densitométrica da expressao de HOXD9 apds a normalizagdo pelos niveis de expressdo do gene controle GAPDH. A
expressao de HOXD9 foi significativamente maior em amostras de CEC do que em amostras de mucosa normal do
mesmo paciente (p<0,01) e de mucosa de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal (p<0,005).
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Figura 24. Analise dos niveis da expressao do gene HOXD10 em amostras orais de mucosa normal e CEC. (A) Reacéao
de PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta
indicada com a letra C representa o controle positivo de amplificacdo com DNA genémico. (B) Andlise por PCR “duplex”
para 10 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porcao superior da canaleta) e CEC do
mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressdao de HOXD10 apds a normalizagao pelos niveis de expressao
do gene controle GAPDH. A expressao de HOXD10 foi significativamente maior em amostras de CEC oral comparado
com amostras de mucosa normal do mesmo paciente (p<0,05) e de mucosa de pacientes sem fatores de risco para o
cancer bucal (p<0,001).
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Figura 25. O gene HOXD11 foi mais expresso em amostras de CEC oral. (A) Reacao de PCR “duplex” para 10 amostras
de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C representa o
controle positivo de amplificacdo com DNA gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 10 pares de amostras de
mucosa oral normal (designadas como TN na porcdo superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise
densitométrica da expressdao de HOXD11 ap6s normalizacdo pelos niveis de expressdo do gene controle GAPDH. Os
niveis de mRNA do gene HOXD11 foram significativamente maiores em amostras de CEC oral quando comparado com
amostras de mucosa normal do mesmo paciente (p<0,05) e com amostras de mucosa oral normal de pacientes sem
fatores de risco para o cancer bucal (p<0,001).
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Figura 26. O gene HOXD12 foi expresso por apenas 3 amostras de CEC oral. (A) Reacdo de PCR “duplex” para 10
amostras de mucosa oral de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada com a letra C
representa o controle positivo de amplificacdo com DNA genémico. (B) Andlise por PCR “duplex” para 10 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porgao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C)
Analise densitométrica da expressdo de HOXD12 apds normalizacdo pelos niveis de expressdao do gene controle

GAPDH. A expressao de HOXD12 néo foi significativamente diferente entre as amostras orais de CEC e de mucosa
normal.
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Figura 27. Analise dos niveis de expressdo do gene HOXD13 em amostras orais de CEC e mucosa oral. (A) Reacao de
PCR “duplex” para 10 amostras de mucosa oral de pacientes se fatores de risco para o cancer bucal. Canaleta indicada
com a letra C representa o controle positivo de amplificacgdo com DNA genémico. (B) Analise por PCR “duplex” para 10
pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na porcao superior da canaleta) e CEC do mesmo
paciente. (C) Analise densitométrica da expressdao de HOXD13. A expressao de HOXD13 foi significativamente maior em
amostras de CEC quando comparado com amostras de mucosa normal do mesmo paciente (p<0,005) e com amostras
de mucosa de pacientes sem fatores de risco para o cancer bucal (p<0,001)
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6. Discussao

A expressao desregulada de uma variedade de membros da familia HOX
de genes homeobox tem sido demonstrada em diversos céanceres, incluindo os
tumores de mama (Raman et al, 2000), utero (Hung et al., 2003), préstata
(Waltregny et al., 2002), pulmao (Flagiello et al., 1997), melanomas (Maeda et al.,
2005) e leucemias (Leroy et al., 2004). Na regidao de cabeca e pescog¢o existem
alguns estudos demonstrando a expressao alterada destes genes em CECs de
esbfago (Chen et al., 2005) e boca (Hassan et al., 2006). Os genes desregulados
nestas neoplasias demonstram pouco consenso, sugerindo que 0sS mecanismos
que induzem estas alteragdes no padrdao de expressao podem ser resultados de
perturbacoes especificas, dependentes do tipo celular/tecidual, e ndo de um
gene(s) em particular.

Na primeira parte deste estudo, nds utilizamos as linhagens celulares
derivadas de CECs orais de lingua SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25 e a
linhagem de queratinocitos normais imortalizada, mas no transformada HaCAT
para determinar o padrao de expressdo dos membros dos loci A e D da familia
HOX de genes homeobox. A técnica de RT-PCR “duplex” foi escolhida por admitir
que em uma mesma reacado seja amplificado o gene de interesse € 0 gene
controle (neste estudo nds optamos pelo gene “housekeeping” GAPDH),
permitindo a normalizagdo da expressao e indicando o sucesso do experimento. O
padrao de expressao dos genes do lécus A para as 4 linhagens de CEC oral foi
bastante homogéneo e diferente da linhagem HaCAT. Dentre as diferencas
observadas estdo os niveis de expressdo aumentados para os genes HOXA1,
HOXAS3, HOXA4, HOXA10, HOXA11 e HOXA13 nas linhagens de CEC oral. Dois
destes genes, HOXA1 e HOXA11, estdo associados a inducao da proliferacao
celular e agressividade tumoral em neoplasias de mama e melanomas (Zhang et
al., 2003; Maeda et al, 2005), enquanto que a expressao elevada do gene
HOXA10 bloqueia a diferenciacdo celular em linhagens celulares de leucemia
(Magnusson et al., 2007).

Outra diferenca notavel entre as linhagens de CEC oral e HaCAT foi a
auséncia de expressdo dos membros HOXA3 e HOXA13 na linhagem HaCAT. Em
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outras neoplasias como melanoma (Maeda et al., 2005) e carcinoma esofageal
(Chen et al., 2005), HOXA13 foi mais expresso comparado com sua contraparte
normal e HOXA3 foi um dos genes que se encontrava superexpresso em CECs
orais (Hassan et al., 2006). Uma semelhanca interessante, mas nao esperada
entre as linhagens celulares foi a ndo expressao dos genes HOXA6 e HOXA9,
uma vez que estes genes foram apontados em outras neoplasias, incluindo
carcinoma esofageal (Chen et al., 2005), adenocarcinoma de célon (Freschi et al.,
2005) e leucemias, como importantes moduladores da proliferagéo (Zeisig et al.,
2004) e diferenciacao celular (Sauvageau et al., 1994). Em adicdo, a expressao de
HOXA9 foi apontada como o principal indicador de prognostico desfavoravel para
pacientes com leucemia mieldide aguda (Golub et al, 1999). Em CECs orais,
Hassan et al. (2006) identificaram transcritos de HOXA6 e HOXA9 e a expressao
de HOXA9 foi significantemente maior em CECs comparado com mucosa oral
normal.

Diferente do observado para os membros do lécus A, o padrao de
expressao dos genes do lécus D entre as linhagens de CEC foi distinto. HOXD4
nao foi expresso nas linhagens SCC-9 e SCC-25, HOXD8 nao foi expresso pela
linhagem SCC-4 e HOXD12 foi expresso apenas pela linhagem SCC-9. Por outro
lado, todos estes genes foram expressos pela linhagem HaCAT. Similarmente,
transcritos do gene HOXD4 foram detectados em linhagens celulares de glandula
mamaria normal, mas nao em linhagens de cancer de mama (Svingen & Tonissen,
2003). O gene HOXD8, quando expresso, apresentou niveis elevados nas
linhagens de CEC oral comparado com a linhagem HaCAT, fato que foi também
observado em melanomas cutaneos (Maeda et al., 2005). O gene HOXDS8 foi
associado a mutacdes homeoticas quando ausente juntamente com outros genes
paralogos (van den Akker et al.,, 2001). Os membros do l6cus D ndo expressos
pela linhagem HaCAT foram HOXD3 e HOXD13, sendo que HOXD3 também néo
foi expresso por nenhuma das linhagens de CEC oral. HOXD3 foi observado em
canceres de pulmdo e mama como regulador de eventos importantes para a
progressao tumoral como motilidade e invasividade (Hamada et al., 2001; Okubo
et al., 2002). Em linhagens celulares de cancer de pulmao, a superexpressao de
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HOXD3 elevou a expressdao de genes regulados por TGF-B, incluindo
metaloproteinase de matriz-2 e desmogleina, favorecendo o desenvolvimento de
metastases (Miyazaki et al., 2002).

Um resultado interessante foi a observacao que os membros do paralogo
13 (HOXA13 e HOXD13) nao foram expressos pela linhagem HaCAT mas foram
expressos por todas as linhagens de CEC oral. A participagdo dos paralogos em
canceres nao é compreendida, embora esta participacdo seja bem caracterizada
durante a embriogénese. Particularmente, alteracées neste paralogo (knockout
duplo para os genes HOXA13 e HOXD13) resultaram em anomalias do
desenvolvimento da porcdo terminal do aparelho digestivo e reprodutor de
camundongos (Warot et al., 1997). E sugerido que estes membros participem na
inducdo da proliferagdo celular necessaria para a diferenciagdo terminal destes
orgaos (Warot et al., 1997). Entdo, a expressao destes genes nas linhagens
celulares de CEC oral sugere uma reativagdo de genes associados a
embriogénese. Os genes do pardlogo 1 (HOXA1 e HOXD1) também
demonstraram uma semelhanca no padrao de expressao, visto que ambos foram
mais expressos nas linhagens de CEC oral comparado com a linhagem HaCAT.
Visto que os genes HOX paralogos interagem durante o desenvolvimento,
compartiihando e complementando suas fungbes (Maeda et al, 2005), é
interessante determinar esta relacdo em tecidos adultos completamente
diferenciados e em céanceres.

Na segunda parte deste estudo nés partimos para analisar a expressao dos
genes da familia HOX em amostras orais de CEC e mucosa morfologicamente
normal do mesmo paciente. Em adicao, nds incluimos um terceiro grupo formado
por amostras de mucosa oral normal de pacientes que nao apresentavam histéria
de fumar ou consumir bebidas alcodlicas, os dois principais fatores de risco para o
CEC oral. A inclusdo deste terceiro grupo se baseou na hipétese de que toda a
mucosa oral é susceptivel a transformacao maligna com a exposicao crénica aos
principais fatores indutores do cancer oral (Slaughter et al., 1953). Entdo, embora

a mucosa obtida de pacientes com CEC oral mostre caracteristicas
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morfologicamente normais, seu padrdao genético pode estar alterado, incluindo
alteracdes no padrao de expressao dos genes da familia HOX.

As amostras de mucosa oral de pacientes sem histéria de exposicdo aos
principais fatores de risco para CEC oral apresentaram um padrdo de expressao
diferente do encontrados na linhagem normal HaCAT, com poucas semelhancas
individuais. Contudo, similarmente ao observado para a linhagem HaCAT, os
genes do lécus D foram mais expressos que os genes do l6cus A no grupo de
amostras de mucosa oral normal provenientes de pacientes sem fatores de risco.
Os genes HOXA3, HOXA6, HOXA9, HOXA13 e HOXD3 nao foram expressos pela
linhagem HaCAT e pelas amostras de mucosa normal de pacientes sem fatores
de risco. Por outro lado, genes HOXA5, HOXA7, HOXA10, HOXA11, HOXD4 e
HOXD12 foram expressos na linhagem HaCAT mas ndo foram expressos por
nenhuma das amostras de mucosa oral normal. Os genes localizados na
extremidade 3’, HOXA1, HOXA2 e HOXA4, foram expressos com pouca
intensidade e em menos de 50% das amostras de mucosa oral normal. O padréao
de silenciamento da expressdao génica também foi bastante particular, visto que
envolveu genes contiguos, lembrando a ativacao sequiencial dos genes HOX
durante o desenvolvimento (Papageorgiou, 2006). O silenciamento dos genes
adjacentes como HOXA5 a HOXA13 e HOXD3 e HOXD4 reforgam a idéia que a
proximidade dos genes HOX permite que muitos deles compartilhem semelhancas
nas sequiéncias promotoras e ativacao génica por fatores de transcricdo Unicos
(Maconochie et al., 1996). As diferencas no padrao de expressao entre HaCAT e o
tecido normal podem ser creditadas ao processo de imortalizacdo da linhagem
celular por transfeccdo de gene viral ou pela aquisicdo de mutacdes, fato este
comum em culturas celulares mantidas por longos periodos de tempo. Entdo, a
linhagem celular HaCAT reproduz, até certo ponto, o padrdo de expressao dos
genes HOX em mucosa oral normal.

Ao contrdrio do observado nas amostras de mucosa oral normal de
pacientes sem fatores de risco para o CEC oral, as amostras de mucosa
morfologicamente normal de pacientes com CEC expressaram mais genes,

repetindo apenas o silenciamento dos genes HOXA6 e HOXA9. Além disso, a
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maioria dos genes foi expressa pela maioria das amostras, com excecao de
HOXA3 e HOXA11 que foram expressos por 40% das amostras. O padrao de
expressao dos genes do l6cus D apresentou uma menor mudanga, visto que 0s
genes mais expressos permaneceram desta maneira e 0s genes ausentes ou
pouco expressos foram expressos em poucas amostras. No entanto, quando
comparado a diferenca nos niveis de expressao das amostras de mucosa oral
normal de pacientes sem fatores de risco para cancer bucal e amostras de
mucosa morfologicamente normal de pacientes com CEC, apenas os genes
HOXA1, HOXA2 e HOXDS8 foram considerados estatisticamente significantes. Os
genes HOXA1 e HOXAZ2 foram expressos por poucas amostras de mucosa normal
de pacientes sem fatores de risco, mas foram expressos pela maioria das
amostras de mucosa normal de pacientes com CEC. Apesar de ter sido expresso
pelo mesmo numero de amostras, os niveis de mRNA de HOXD8 foram
significantemente maiores nas amostras de mucosa morfologicamente normal de
pacientes com CEC. Estes resultados confirmam nossa hipétese que as
mudangas no padrdao de expressdao dos membros da familia HOX de genes
homeobox podem ser anteriores as mudancas morfolégicas do tecido, e que a
expressao dos genes HOXA1, HOXA2 e HOXDS8 podem servir como indicadores
da progressdo tumoral. Interessantemente, a expressdo do gene HOXAZ2 foi
significantemente maior em amostras de displasia oral comparada com mucosa
normal (Hassan et al., 2006). Contudo, mais estudos, avaliando lesées com
diferentes graus de displasia, sdo necessarios.

Os niveis transcricionais de 8 genes (HOXA4, HOXAS, HOXA7, HOXA10,
HOXD9, HOXD10, HOXD11 e HOXD13) foram estatisticamente maiores nas
amostras de CEC comparado com amostras de mucosa normal de pacientes sem
histéria de fatores de risco e mucosa morfologicamente normal do mesmo
paciente. Os genes HOXA5, HOXA7 e HOXA10 ndo foram expressos por
nenhuma das amostras de mucosa oral normal, sugerindo que a reativacao destes
genes em CECs orais possa ter um papel importante no desenvolvimento e/ou
progressao do tumor. As expressdes de HOXA1, HOXA2, HOXA13, HOXD4 e
HOXD8 foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral comparado
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com amostras normais de pacientes livres de fatores de risco para a oncogénese
oral, mas nao foram diferentes das amostras de mucosa normal de pacientes com
CEC, sugerindo que uma elevacdao na expressdao destes genes possa ser
requerida nas etapas iniciais do desenvolvimento do CEC oral. Dos 8 genes
significantemente superexpressos nas nossas amostras de CEC oral, 4 deles
(HOXA5, HOXD9, HOXD10 e HOXD11) haviam sido descritos como mais
expressos em CECs orais comparado com tecidos displasicos e mucosas orais
normais (Hassan et al., 2006).

Um resultado ndo esperado por nés foi a superexpressdao dos genes
HOXAS e HOXA10 em CECs orais comparado com mucosas orais normais. Estes
genes tém sido considerados importantes reguladores da expressao do gene
supressor de tumor p53, que apresenta papel importante no controle do ciclo
celular e no reparo do DNA (Prives & Hall, 1999). A restauracédo da expressao do
gene HOXA10 em células humanas derivadas de cancer de mama resulta na re-
expressao de p53, o0 que € associado a uma reducdo na capacidade invasiva e no
potencial oncogénico das células (Chu et al, 2004). Raman et al, (2000)
demonstraram que o silenciamento do gene p53 em canceres de mama é
resultado principalmente da perda de expressdo do gene HOXA5 devido a
metilacdo de sua regido promotora, e nao devido a mutagbes na sequéncia
génica, sugerindo que o silenciamento dos genes HOXA5 e HOXA10 é importante
para o desenvolvimento tumoral, uma vez que a perda de expressao deste gene
provoca um silenciamento génico de p53. Baseado nestes resultados, nos
esperdvamos que estes genes fossem silenciados em CECs orais, onde
alteracdes na expressao de p53 sao freqlentes.

Como nas linhagens celulares, nenhuma amostra de CEC oral expressou
os membros HOXA6 e HOXA9 e os paralogos HOXA4 e HOXD4, HOXA10 e
HOXD10 e HOXA13 e HOXD13 foram mais expressos nas amostras de CEC oral
comparado com mucosa normal, sugerindo o papel destes paradlogos na
carcinogénese oral. A re-expressao dos genes HOX no CEC oral pode estar
associada a falha nos mecanismos de regulacdo da expressdo, como 0S
realizados pelas proteinas dos grupos polycomb e trithorax por meio de metilacao
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seletiva (Sparmann & Lohuizen, 2006). Perda do padrdao de metilacdo dos genes
HOX j& foi descrita em varias neoplasias, incluindo as de pulmao (Shiraishi et al.,
2002) e leucemias (Strathdee et al., 2007a; Strathdee et al., 2007b). Os genes
HOX também podem ser regulados pés-transcricionalmente através de sua
associagdo com proteinas como Pbx1 e Meis1 (Zeisig et al, 2004). As
desregulacbes dos genes HOX podem também ser secundarias, como
demonstradas em experimentos que associaram mudancas na expressao dos
genes HOX e fendtipo celular apés alteragdes em FGF e acido retindico (Diez del
Corral & Storey, 2004). Estudos demonstraram que a expressao de alguns genes
da familia HOX, incluindo HOXD9, que foi superexpresso pelas amostras de CEC
oral, € modulada apés o tratamento com FGF (Cohn et al.,, 1997). Em adigéo, as
expressoes de FGF-1 e FGF-2 sao elevadas em CECs orais (Myoken et al., 1994)
e uma superexpressao dos receptores de FGFs (FGFR2 e FGFR3) pelas células
de CEC oral é comum (Wakulich et al., 2002). Entao, FGFs podem contribuir para
a oncogénese oral via indug¢ao de genes HOX.

Nossos resultados sugerem a idéia de que a expressdao aberrante dos
membros da familia HOX de genes homeobox pode estar associada ao
desenvolvimento e/ou progressao de CECs orais; contudo, mais estudos se fazem
necessarios para o entendimento do papel destes genes. Em adigéo, estes genes
podem representar um alvo terapéutico inexplorado para o CEC oral, uma vez que

podem ser expressos exclusivamente pelas células tumorais.
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7. Conclusodes
1. Os genes HOXA6 e HOXA9 ndo sao expressos por tecidos orais normais ou

tumorais.

2. Os genes HOXA1, HOXAS, HOXA4, HOXA10, HOXA11, HOXA13, HOXD1 e
HOXD13 séo expressos diferencialmente em linhagens celulares de queratindcitos
normais e de CEC oral, sendo mais expressos nas linhagens de CEC oral;

3. Os membros HOXA3, HOXA5, HOXA7, HOXA10, HOXA11, HOXA13, HOXDS,
HOXD4 e HOXD12 n&ao sao expressos em mucosa oral normal provenientes de

pacientes sem histéria de tabagismo ou etilismo.

4. Os genes HOXA4, HOXA5, HOXA7, HOXA10, HOXD9, HOXD10, HOXD11 e
HOXD13 sao superexpressos em CECs orais.
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