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RESUMO

Genes homeobox transcrevem fatores de transcricdo com participagao
importante na organogénese através do controle da proliferagéo e diferenciacao
celular. Dentre estes genes destacam-se os membros da familia HOX de genes
homeobox, os quais estdo envolvidos em processos celulares cruciais como
controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose. Os genes HOX estao
relacionados com o surgimento de diferentes tipos de neoplasias, incluindo
canceres de mama, ovario, prostata, rins, pulmao, pele e leucemias. Na cavidade
oral a participacao destes genes é desconhecida. O objetivo deste estudo foi
comparar os niveis de expressdo dos membros da familia HOX de genes
homeobox dos loci B e C entre amostras orais de mucosa normal e carcinoma
espinocelular (CEC). Para a realizacao deste trabalho, amostras de mucosa oral
normal de pacientes ndao expostos aos principais fatores de risco para o cancer
oral (habito de fumar e consumir bebidas alcodlicas) e amostras orais de mucosa
normal e CEC provenientes do mesmo paciente foram submetidos a ensaios semi-
quantitativos de transcriptase reversa-reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
“duplex”, utilizando-se primers para o gene controle GAPDH e primers especificos
para cada um dos membros dos loci B e C. Em adicao, os niveis de expressao
destes genes foram analisados em uma linhagem de queratindcito normal
(HaCAT) e em 4 linhagens celulares derivadas de CEC oral. As linhagens
celulares de CEC oral expressaram todos os membros do loci C, sendo que 0s
genes HOXC4, HOXC5 e HOXC6 apresentaram maiores niveis de expressao
quando comparado com a linhagem HaCAT. HOXB13 foi expresso por todas as
linhagens celulares de CEC oral. Os genes HOXB1, HOXB3, HOXB5, HOXBS8 e
HOXC12 nao foram expressos por nenhuma das amostras de mucosa oral normal,
independente da origem, e de CEC oral. O padrao de expressado dos genes HOX
foi muito similar entre os dois grupos de mucosa oral normal. As expressdes dos
membros HOXB7, HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC10 e

X



HOXC11 foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral comparado
com amostras de mucosa oral normal. Os niveis de expressdao dos membros
HOXB2 e HOXC13 foram significantemente maiores nas amostras de CEC oral
guando comparado com o0s niveis de expressdo encontrados nas amostras de
mucosa normal de pacientes livres de fatores de risco. Estes resultados sugerem
que a expressao alterada de alguns membros da familia HOX de genes homeobox

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

Palavras-chave: Genes homeobox, Familia HOX, Carcinoma espinocelular oral,

Mucosa oral normal.



ABSTRACT

Homeobox genes encode transcription factors with an important role
during normal development by controlling cellular proliferation and differentiation.
Among those genes, the HOX family is involved in crucial biological processes
such as the control of the cell cycle, differentiation and apoptosis. HOX genes are
related to many cancers, including those of the breast, ovary, prostate, kidney,
lung, skin and leukemias. In the oral cavity, the role of those genes is unclear. The
aim of this study was to compare the expression levels of HOX genes from loci B
and C between normal oral mucosa and oral squamous cell carcinoma (SCC).
Samples of normal oral mucosa and oral SCC obtained from the same patient, and
samples of normal oral mucosa from patients without history of exposition to risk
factors related to oral SCC (smoking habit and alcohol consumption) were
analyzed by semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) duplex method with specific primers for the control gene GAPDH and for
each of the HOXB and HOXC members. Additionally, we analyzed the expression
profile of those genes in a normal keratinocyte cell line (HaCAT) and 4 oral SCC
cell lines. Oral SCC cell lines expressed all members of the locus C, and the
expression of HOXC4, HOXC5 and HOXC6 was higher in those cell lines
compared with HaCAT. Only HOXB13 was expressed for all oral SCC cell lines.
None of the normal oral mucosa and oral SCC samples expressed HOXB1,
HOXB3, HOXB5, HOXB8 and HOXC12. The HOX expression profile of the 2
groups of normal oral mucosa was quite similar. Regardless of the oral normal
mucosa source, the expression of HOXB7, HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXCS,
HOXC9, HOXC10 and HOXC11 was statistically higher in oral SCC samples.
HOXB2 and HOXC13 were significantly overexpressed in oral SCC when
compared with normal oral mucosa from patients without risk factors related to oral
SCC. These results suggest that a dysregulated expression of HOX genes from
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clusters B and C may be related to the tumorigenesis and/or tumor progression of
oral SCCs.

Key words: Homeobox genes, HOX family, Oral squamous cell carcinoma,
Normal oral mucosa.
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1. INTRODUCAO

Os genes homeobox sao responsaveis por codificar proteinas nucleares
que agem como fatores de transcricdo durante o desenvolvimento embrionario
(Maroulakou & Spyropoulos, 2003). Embora estes genes sejam classicamente
conhecidos por controlar a proliferacao e diferenciacao celular necessarios para a
morfogénese celular e tecidual (Abate-Shen, 2002; Maroulakou & Spyropoulos,
2003; Samuel & Naora, 2005), estudos recentes tém demonstrado a participacao
destes genes em eventos biolégicos cruciais para a célula eucaribtica adulta em
condi¢cdes normais e na oncogénese (Gehring & Hiromi, 1986; Abate-Shen, 2002;
Maroulakou & Spyropoulos, 2003; Del Bene & Wittbrodt, 2005; Grier et al., 2005;
Samuel & Naora, 2005). Os genes homeobox contém uma seqiéncia especifica
de DNA que codifica 61 aminoacidos, denominada de homeodominio (Maroulakou
& Spyropoulos, 2003). O homeodominio é a seqliéncia responsavel pela ligacao
especifica das proteinas ao DNA, estimulando ou inibindo a expressao de genes
alvos (Samuel & Naora, 2005). Existem varias familias de genes homeobox, sendo
a familia HOX a melhor caracterizada e intensamente estudada atualmente
(Abate-Shen, 2002; Maroulakou & Spyropoulos, 2003).

A familia HOX de genes homeobox é formada por 39 membros que se
encontram agrupados em quatro clusters denominados A, B, C e D (Abate-Shen,
2002; Grier et al. 2005). Os genes HOX foram originalmente identificados como
genes reguladores do padrao de formacdo antero-posterior durante o

desenvolvimento embrionario (De Vita et al., 1993). Entretanto, sabe-se que estes



genes estdo ativos em células adultas normais, controlando e regulando a
identidade celular (diferenciacéo), divisao, adesao, migracao e apoptose (Abate-
Shen, 2002). Cada érgao adulto apresenta um padrao especifico de expressao
dos genes HOX, diferindo principalmente em relagdo aos genes que estao ativos e
silenciados (Maroulakou & Spyropoulos, 2003). Desta maneira, o padrdao de
expressao especifico parece ser importante para funcdo e especificidade do
orgao, em relacdo a forma, estrutura e posicionamento correto dentro do eixo
antero-posterior (Maroulakou & Spyropoulos, 2003).

Estudos recentes revelaram o envolvimento dos genes HOX em
leucemias e tumores sélidos, incluindo os canceres de rim, pulméao, proéstata,
ovario, utero, pulméo e mama (Gehring & Hiromi, 1986; Miller et al., 2000; Abate-
Shen, 2002; Maroulakou & Spyropoulos, 2003; Del Bene & Wittbrodt, 2005;
Samuel & Naora, 2005). As primeiras evidéncias surgiram através dos estudos
que demonstraram diferencas no padrao de expressao dos genes HOX em tecidos
tumorais quando comparados com o tecido normal correspondente (Tibério et al.,
1994; Bogue et al., 1994; Sauvageau et al., 1994; Myers et al., 2000; Abate-Shen,
2002; Volpe et al., 2003; Maroulakou & Spyropoulos, 2003; Pineault et al., 2004).
Atualmente, o papel destes genes no desenvolvimento e progressao tumoral tem
sido bastante estudado. Por exemplo, ja foi demonstrado que células derivadas de
cancer de mama superexpressando o gene HOXA1 sido capazes de formar
colénias em soft agar e provocar a formagao de tumores agressivos in vivo (Yap et
al., 2003). A desregulacdo na expressao de HOXB7 em linhagens celulares

derivadas de melanoma humano contribui para a transformagdo neoplasica e



progressado tumoral por meio da liberagdo do fator bFGF (fator de crescimento
fibrobastico basico), o qual tem sido descrito como um dos principais fatores
angiogénicos tanto para o cancer quanto para a embriogénese (Maeda et al.,
2005).

Apesar de muitos estudos terem avaliado a expressado dos genes HOX
em diversos tipos de tumores sélidos, ndés encontramos apenas um estudo na
literatura analisando a expressao destes genes em CECs orais (Hassan et al.,
2006). Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar os niveis de
expressao dos membros da familia HOX de genes homeobox dos loci B e C em
amostras orais de mucosa normal e CEC provenientes do mesmo paciente e em
amostras de mucosa oral normal de pacientes ndo expostos aos principais fatores
de risco para o CEC oral (hdbito de fumar e consumir bebidas alcodlicas). Nés
também analisamos o padrdo de expressao destes genes em linhagens celulares

de queratindcitos normais e CEC oral.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Genes Homeobox

Os genes homeobox foram inicialmente descobertos em Droséfilas
como genes onde mutagcdes causavam transformagdes homedticas, assim
definidas por promoverem alteracbes nos segmentos corporais das moscas
(Lewis, 1978). Estes genes sado também conhecidos em Droséfilas como
complexo HOM-C. Em humanos os genes homeobox s&o divididos em dois
grandes grupos: 0s genes agregados, também conhecidos como genes HOX ou
classe | de genes homeobox, os quais tém grande homologia com o0s genes do
complexo HOM-C de Drosdfilas, e os genes ndo agregados, 0s quais nao estao
envolvidos em transformagdes homedticas (Stein et al., 1996). Mais de 200 genes
homeobox ja foram identificados no genoma humano, sendo divididos em familias
de acordo com a sua homologia e similaridade funcional (Stein et al., 1996).
Destacam-se as familias HOX, paired (PAX), orthodenticle (OTX), muscle segment
(MSX), distales (DLX) e caudal (CDX) (Stein et al.,, 1996; Del Bene & Wittbrodt,

2005; Grier et al., 2005).

Os genes homeobox controlam a organogénese e a formagao corporal
durante a embriogénese, tendo também papel significante na regulacao da
hematopoiese (Samuel & Naora, 2005). Estes genes codificam proteinas
nucleares especificas denominadas homeoproteinas, as quais atuam como fatores

de transcricdo e desempenham um papel fundamental na especificagdo da



identidade celular (Samuel &Naora, 2005). Os genes homeobox apresentam uma
seqliéncia comum e altamente conservada de 183 nucleotideos que codificam 61
aminoacidos, conhecida como homeodominio (Gehring & Hiromi, 1986; Ford et al.,
1998). O homeodominio esta usualmente localizado na posicdo terminal ou
subterminal da homeoproteina correspondente, sendo responsavel pela ligacao ao
DNA e pela estimulagdo ou repressdo da transcricdo génica, o principal
mecanismo de agdo dos produtos protéicos dos genes homeobox (McGinnis &
Krumlauff, 1992; Abate-Shen, 2002). Os homeodominios interagem com o DNA
primariamente por meio de ndcleos de repeticdo (motifs) caracterizados pela
sequéncia TAAT (Manak & Scott, 1994). Apesar da comprovacdao de que as
homeoproteinas atuam como fatores de transcricao, existem poucos exemplos de
genes alvo que sao especificamente regulados in vivo por estas proteinas. Além
disso, supde-se que a especificidade funcional das homeoproteinas é controlada
em muitos niveis, incluindo modificagdes pos-transcricionais, transporte nucleo-
citoplasma e interacdo com outras proteinas (Abate-Shen, 2002).

O papel destes genes no desenvolvimento embrionario tem sido
amplamente investigado desde sua descoberta (Bendall & Abate-Shen, 2000).
Muitos trabalhos sugerem o envolvimento de diferentes genes homeobox em
processos cruciais das células eucariontes, incluindo proliferacao, diferenciacao e
morte celular (Magli et al, 1991; Manak & Scott, 1994; Hung et al., 2003),
interacao célula-célula e célula-matriz extracelular (Pattin et al., 2000). Em adicao,
estes genes tém efeitos diferentes no ciclo celular, de um lado, estimulando a

proliferag@o de células progenitoras, e por outro, induzindo a diferenciacao celular



(Del Bene & Wittbrodt, 2005). Os genes homeobox regulam um amplo espectro de
fungdes bioldgicas durante o desenvolvimento embrionario, incluindo a formagao
dos membros, o padrdao do esqueleto axial, a morfogénese craniofacial, e o
desenvolvimento do sistema nervoso central, trato gastrintestinal e 6rgaos
reprodutivos (Samuel & Naora, 2005). Interessantemente, alguns genes
homeobox especificos regulam fungbes importantes no adulto, incluindo
gametogénese (Srebrow et al., 1998), angiogénese (Daftary & Taylor, 2000) e
hematopoiese (Samuel & Naora, 2005).

Os genes homeobox representam um exemplo classico da intima
relagdo entre embriogénese e neoplasia. Muitos estudos demonstraram que tanto
a perda quanto o ganho de fungdo dos genes homeobox estdo associadas com o
desenvolvimento e progressado de varias neoplasias (Abate-Shen, 2002). Muitos
dos genes homeobox que sdo normalmente expressos nos tecidos embrionarios
estao presentes de maneira aberrante no cancer (Myers et al., 2000; Abate-Shen,
2002; Grier et al., 2005). Esta expressdo desregulada altera o fenétipo e o
comportamento celular, levando a diminuicdo da diferenciacdo e a promogao da
proliferagdo e sobrevivéncia celular e aumentando a predisposicdo para o
desenvolvimento e/ou progressao tumoral (Samuel & Naora, 2005). Os membros
da familia HOX de genes homeobox sdo os mais estudados em canceres e uma
implicagdo destes genes na oncogénese tem sido relatada (Nyers et al., 2000;

Maroulakou & Spyropoulos, 2003).



2.2. Familia HOX de Genes Homeobox

A familia HOX de genes homeobox é estruturalmente e funcionalmente
homoéloga ao complexo HOM-C de Droséfilas (Cillo et al., 2001). Em humanos, ha
39 membros, os quais apresentam uma distribuicdo gendémica Unica, com quatro
diferentes clusters de aproximadamente 100 K bases de comprimento, cada um
localizado em um cromossomo diferente: HOXA (loci 7p15.3), HOXB (loci
17p21.3), HOXC (loci 12913.3) e HOXD (loci 29g31), os quais apresentam uma
organizacao homéloga especifica de 9-11 genes cada (Magli et al., 1991; Krumlauf
et al., 1994). Baseado na homologia da seqliéncia e na posicao no loci, 0s genes
dos quatro clusters podem ser alinhados entre si e com os genes do complexo
HOM-C em 13 grupos de genes pardlogos (Maroulakou & Spyropoulos, 2003)
(Figura 1).

Existe uma associagao entre o arranjo dos genes HOX em cada cluster
e sua ordem de expressao durante o desenvolvimento (Scott, 1992; Lumdsen &
krumlauf, 1996). A expressao dos genes HOX inicia-se no periodo da gastrulacao,
no qual o embrido gera seu maior eixo corporal e controla a identidade de varios
tecidos a partir da regido anterior (area branquial) até a regido mais distal (Lander
et al., 2001). Estes genes seguem uma regra de expressao temporal e espacial,
sendo o0s genes da porcao 3’ expressos mais precocemente do que 0s genes da
porcdo 5 e a medida que o embrido se desenvolve, uma maior quantidade de
genes da porcéo 5’ sdo progressivamente expressos. Desta maneira, os genes da
porcao 3’ sdo responsaveis pelo controle do desenvolvimento da regiao anterior

do embrido e os genes da porg¢ao 5’ atuam durante o desenvolvimento da regiao



distal do embrido. Assim, o desenvolvimento da regido branquial e romboencéfalo
é controlado pelos genes dos grupos 1 a 4 (Scott, 1992), o desenvolvimento da
porcao toraxica é 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 (Lumdsen & Krumlauf, 1996).
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Figura 1. Representacao esquemética da distribuicdo dos 39 membros humanos
da familia HOX de genes homeobox nos quatro clusters (Adaptado de Grier et
al., 2005).

O uso de animais transgénicos com ganho ou perda de fungédo génica
tem auxiliado no conhecimento das fungbes dos membros da familia HOX. Por
exemplo, estes métodos demonstraram que o fenbmeno de dominancia posterior
que ocorre em Droséfilas, no qual o programa morfogenético do embrido é
especificado pelo membro da familia HOX com localizagdo mais posterior

expresso no momento, em camundongos e, provavelmente em humanos, é



substituido pela teoria da redundancia (Graham et al., 2005). Nesta teoria, o
padrao de desenvolvimento de uma célula ou tecido resulta da expressao
combinada de varios membros da familia HOX, e ndo da atividade especifica ou
dominante de um membro individual (Lander et al., 2001). Esta teoria € mais bem
demonstrada pelos membros do paralogo 9 (HOXA9, HOXB9 e HOXC9) durante o
desenvolvimento da glandula mamaria (Condie & Capecchi, 1997). Estas
glandulas em animais sem a expressao individual ou em pares (knock out simples
ou duplo) destes genes sao normais, enquanto que glandulas sem a expressao
dos trés membros apresentam intensa hipoplasia durante a gravidez e lactacao
(Condie & Capecchi, 1997). Outro exemplo corresponde aos membros do
paralogo 10 (HOXA10, HOXC10 e HOXD10), os quais atuam na morfogénese das
vértebras toraxicas (Chen & Capecchi, 1999). Estudos em animais demonstraram
que mutagcdes em quaisquer cinco alelos resultam na formacdo de um par de
costelas a mais, originando-se a partir da primeira vértebra lombar, enquanto que
mutagcdes em quatro alelos resultam em uma morfologia toraxica normal,
indicando que a morfogénese vertebral € dependente de uma regulagéao
quantitativa dos genes HOX ao invés da regulagdo qualitativa encontrada em

Drosoéfilas (Chen & Capecchi, 1999).

Os genes HOX atuam na regulagdo do desenvolvimento e proliferagao
dos tecidos e definem os padrdes de desenvolvimento dos érgdos e tecidos. No
processo de maturacdo pulmonar, os membros da familia HOX atuam de

diferentes formas, apresentando papel importante durante a morfogénese



branquial que ocorre precocemente na vida fetal (Abate-Shen, 2002). No pulméao
adulto, 11 membros da familia HOX sao expressos, incluindo 5 membros do loci A
(HOXA2 ao HOXA6), 5 membros do loci B (HOXB2 ao HOXB6) e o gene HOXD1
(Pineault et al., 2004). O gene HOXA5 se mantém altamente expresso durante a
formagao pulmonar e em pulmdes de recém-nascidos, mostrando que 0s genes
HOX possuem diferentes papéis na regulacao da maturacado pulmonar (Tibério et
al., 1994). Na analise especifica do loci B durante o desenvolvimento pulmonar de
camundongos foi demonstrado que os genes HOXB3 e HOXB4 induzem a
formacao da regido proximal (traquéia e brénquio principal), enquanto os genes
HOXB2 e HOXBS5 induzem a formacao da regido distal (Tibério et al., 1994). A
expressao dos varios genes HOX que se encontram altamente expressos no
pulmao fetal diminui com o avanco da gestacdo, principalmente o gene HOXB5
(Bogue et al., 1994). Niveis elevados da proteina HOXB5 foram encontrados em
casos de malformagao adenomatéide cistica congénita e em sequestracoes
bronquiopulmonares quando comparado com o tecido pulmonar normal, sugerindo
um papel importante deste gene no processo de formacdo de anormalidades
pulmonares congénitas (Tibério et al., 1994). A expressao dos membros da familia
HOX em tecidos humanos normais (incluindo rim, mama, célon, cérvix uterino e
figado) € similar aos encontrados na analise pulmonar, contudo, cada 6rgao adulto
demonstra uma combinacao especifica de expressdo de genes HOX. Nos 6rgaos
citados, a expressao envolve um numero muito superior de membros da familia

HOX, sendo 30 expressos no rim e 29 na mucosa intestinal (Abate-Shen, 2002).
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Os genes HOX também definem o padrdao de desenvolvimento dos
membros (Krumlauf et al., 1994; Abate-Shen, 2002). Durante o desenvolvimento
dos membros de galinhas, pelo menos, 23 genes HOX sao expressos (Volpe et
al., 2003). O gene HOXA9 é expresso nas porgdes proximais, onde o umero e
fémur se desenvolvem, e distais dos membros. Os genes HOXA10 e HOXA11 séo
expressos nas regides ditais dos membros, no qual se formam os ossos radio/ulna
e tibia/fibula, enquanto os genes HOXA11-HOXA13 sdo expressos nos
calcanhares e dedos (Volpe et al., 2003). Um padrao de expressdo semelhante foi
encontrado para a familia HOXD de genes homeobox. Entretanto, o cluster C
demonstrou um padrao de expressdao mais complexo: os genes da extremidade 3’
(HOXC4 e HOXC5) foram expressos somente nas porgdes distais, enquanto os
genes da extremidade 5 (HOXC9 e HOXC10) foram expressos apenas nas

porcdes proximais dos membros (Volpe et al., 2003).

Muitos dos progenitores hematopoéticos expressam os genes HOX em
um padrdao especifico a linhagem celular e ao estagio de diferenciagdao celular
(Samuel & Naora, 2005). Por exemplo, em células CD34" de ratos, pelo menos, 22
dos 39 genes HOX sado expressos. Os genes da porcao 3’ dos paralogos A e B
sao altamente expressos em células hematopoéticas primitivas e, a medida que
estas células definem sua linhagem (miel6ide ou linfdide), hd uma reducdo na
expressao destes genes, seguida por um aumento na expressao dos genes da
extremidade 5’ (Sauvageau et al., 1994). A superexpressao individual de alguns

membros da familia HOX provoca uma perturbagédo no padrao de diferenciacao
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das células hematopoéticas indiferenciadas (Sauvageau et al., 1994; Giampaolo et
al., 1994). A superexpressao de HOXAS em células da medula éssea e do cordao
umbilical promove a expansao de células mieléides progenitoras e a reducao na
proliferacdo e diferenciacdo dos eritrocitos (Giampaolo et al., 1994). Estudos
utilizando oligonucleotideos antisense contra HOXAS demonstraram que este
gene regula a proliferagdo dos eritrocitos e controla a hematopoiese
granulocitica/monocitica (Giampaolo et al., 1994). Estes achados demonstram que
o gene HOXAS5 tem um papel importante como regulador da diferenciacao celular
durante a hematopoiese (Giampaolo et al., 1994; Crooks et al., 1999). Juntamente
com o gene HOXA5, a superexpressdao de HOXA10 esta associada com
perturbacdes na diferenciacdo mieldide e de linfécitos B (Crooks et al.,, 1999). O
gene HOXA9 é expresso em células da medula 6ssea CD34" e em linfécitos em
desenvolvimento (Giampaolo et al.,, 1994). Estudos em ratos demonstraram que a
expressao alterada deste gene HOX provoca uma hematopoiese desregulada,
resultando em defeitos na maturagao dos linfécitos T e no aumento da morte de
timécitos fetais (Amsellem et al., 2003). Além dos membros do cluster A, alguns
genes dos loci B e C também desempenham papel relevante na regulacdo da
hematopoiese e no controle do ciclo celular (Crooks et al., 1999; Amsellem et al.,

2003; Gabellini et al., 2003).

As Unicas mutagbes naturais em genes da familia HOX j& descritas em
humanos ocorrem nos membros HOXA13 e HOXD13 (Mortlock et al., 1996;

Goodman et al., 2002). Mutacdes especificas e a superexpressao destes genes
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em ratos nao resultam em transformagdes homeoticas, mas sim na reducao do
tamanho e na forma dos elementos Gsseos associados com o retardo na
ossificacdo e condrossificacdo (Favier & Dolle, 1997). Estes achados sugerem que
0s genes dos loci A e D controlam o recrutamento de células mesenquimais para a
condensagao pré-cartilaginosa que ocorre precocemente durante o
desenvolvimento dos membros, assim como seu crescimento e maturacao
(Goodman et al., 2002). Mutacées no gene HOXD13 foram encontradas em
pacientes com simpolodactilia, uma doenca genética rara caracterizada pela
combinacédo de sindactilia (dedos fusionados) e polidactilia (presenca de dedos
extras). A sindrome da mao-pé-genitalia, a qual é caracterizada por anomalias nos
membros e malformagdes do trato urogenital esta associada com mutacdes nos
genes HOXA13 (Mortlock et al., 1996; Goodman et al., 2002). Recentemente uma
mutagdo no gene HOXD10 foi encontrada em uma familia segregando
simultaneamente, de forma autossémica dominante com penetrancia incompleta,
as doencas de Charcot-Marie-Tooth e talus vertical congénita. Estas doencgas sao
caracterizadas por deformidades nas porcoes distais dos membros inferiores.
Nesta familia foi identificado uma transversao 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 substituicdo de uma metionina (ATG) por
uma lisina (AAG) (Shrimpton et al, 2004). Disturbios epigenéticos podem
promover a desregulacdo dos genes HOX, com conseqléncias severas para o
paciente (Abate-Shen, 2002). A sindrome valproato fetal ocorre devido ao uso

prolongado do acido valpréico (droga anticonvulsivante) pela mae durante a
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gravidez e, conseqlentemente, a exposi¢cdo do feto a esta substancia (Abate-
Shen, 2002). Acredita-se que os efeitos teratogénicos do acido valpréico ocorram
devido a sua capacidade de alterar a expressdao dos genes HOX e causar
transformacdes homedticas (Faiella et al., 2002). As alteragbes congénitas mais
freqlentes incluem defeitos no tubo neural, coracdo e membros, fissuras palatinas
e anormalidades genitais. Outras anormalidades menos frequentes correspondem
a hérnia umbilical e inguinal, mamilos supranumerarios, polidactilia e costelas

bifidas (Clayton & Donnai, 1995).

2.3 Familia HOX de Genes Homeobox no Cancer

O potencial oncogénico dos genes HOX tem sido claramente implicado
em leucemias e seu papel no desenvolvimento de outras neoplasias estda sendo
atualmente muito estudado (Abate-Shen, 2002). Varios estudos registraram
diferencas na expressao dos genes HOX entre tecido normal e neoplasico, porém
sua relacao funcional com o fenétipo maligno ainda permanece obscura em muitos
casos. A expressao dos genes homeobox em tumores pode ser dividida em trés
categorias (Abate-Shen, 2002). A primeira categoria inclui os genes homeobox
que sao re-expressos nas 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 que sao expressos durante o
desenvolvimento no cérebro, glandula mamaria e rins e em células tumorais
derivadas destes érgaos (Abate-Shen, 2002). A segunda classe é caracterizada

por genes homeobox que sdo expressos nas ceélulas tumorais, mas nao sao
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normalmente expressos nas células em que o tumor se originou durante a
embriogénese (“nova” expressao) (Abate-Shen, 2002). A terceira categoria é
representada por genes que mostram uma expressao reduzida em células
tumorais quando comparado com o tecido normal. Estes genes sao
frequentemente expressos em tecidos adultos e tém uma expressao reduzida ou
silenciada em cénceres (Abate-Shen, 2002).

Diferencas importantes tém sido detectadas na expressdo entre os
membros da familia HOX de genes homeobox em neoplasias malignas quando
comparado com os tecidos adultos normais correspondentes. Na andlise dos
niveis de expressao dos genes HOX em amostras de tecido de CEC esofagico e
de mucosa esofagica normal, Chen et al. (2005) encontraram que 13 dos 39
genes HOX demonstravam uma expressao alterada. Os genes HOXA2, HOXA?,
HOXA9, HOXC6 e HOXC9 foram expressos em ambas as amostras, sugerindo
que estes genes podem desempenhar papel importante na manutencdo da
arquitetura tecidual e funcdo do tecido esofagico adulto. Os membros HOXA7,
HOXA9 e HOXC6 foram altamente expressos nas amostras de carcinoma quando
comparado com as amostras de tecido normal, e ainda, os genes HOXA10,
HOXA13, HOXB7, HOXC4, HOXC8, HOXD9, HOXD10 e HOXD13 foram
expressos somente nas amostras de carcinoma, sugerindo uma possivel
associacao destes membros com a progressao tumoral.

A andlise da expressao dos genes HOX em tecidos mamarios normais
e em tecidos de cancer de mama demonstrou expressao diferenciada dos genes

HOXA1, HOXA2, HOXA3, HOXA5, HOXA9, HOXD3, HOXD4, HOXD8, HOXD9 e
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HOXD10 (Makiyama et al., 2005). Todos os genes HOX, exceto o membro
HOXC11, apresentaram maiores niveis de expressdao nas amostras de tecido
normal em relacdo aos tecidos neoplasicos. A expressao alterada destes genes
HOX pode interferir na expressdao de seus genes alvos diretos e promover o
desenvolvimento tumoral (Makiyama et al., 2005). Em linhagens celulares e em
tecidos de canceres de ovaério, os genes HOXA3, HOXA4, HOXA7, HOXA10 e
HOXA13 assim como todos os genes do loci B e os membros HOXC13 e HOXD13
foram superexpressos quando comparados com amostras de tecido normal
(Yamashita et al., 2006). HOXB13, HOXC11 e HOXC13 sao superexpressos em
linhagens celulares e amostras de céncer endometrial em relacdo ao tecido
normal (Zhao et al., 2005). O padrdao de expressao dos genes HOX entre uma
linhagem de queratindcito cervical normal e linhagens celulares derivadas de
carcinoma cervical foi similar, com excecdo dos genes HOXC5 e HOXC8 que
foram expressos somente em linhagens celulares derivadas de carcinoma
cervical, sugerindo uma possivel associacdo destes genes com o0 processo de
transformagé&o maligna (Alami et al., 1999). Em outro estudo, somente os genes
HOXA2, HOXA7, HOXC5, HOXC8 e HOXD12 nao foram expressos em amostras
de tecido cervical normal e o gene HOXC5 foi expresso em 9 das 11 linhagens
celulares de carcinoma cervical avaliadas, sugerindo que além do gene HOXCS,
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). Na analise dos niveis de expressdo dos membros do loci B,

Lopez e colaboradores (2006) demonstraram que os membros HOXB2, HOXB4 e

16



HOXB13 foram expressos somente nas amostras de carcinoma cervical, enquanto
os demais genes HOX foram expressos tanto no tecido cervical normal como no
tecido neoplasico.

Os genes HOXA11, HOXA13, HOXB9, HOXD12 e HOXD13
apresentaram maiores niveis de expressdo nas amostras de melanomas humanos
quando comparados com amostras de nevos melanociticos (Maeda et al., 2005).
Além disso, a expressao dos genes HOX foi distinta quando se comparou
melanomas de diferentes espessuras. Os genes HOXA11 e HOXB2 apresentaram
niveis elevados de expressao em amostras de melanoma no estagio pT4 e o gene
HOXC13 foi mais expresso nos tumores pT1-pT3 quando comparado com o0s
tumores pT4, mostrando que a expressao alterada destes 3 genes HOX pode
estar associada com a fase de crescimento vertical do melanoma (Maeda et al.,
2001). Ainda neste trabalho, os autores encontraram que a expressao dos genes
HOX também variou em relagdo a presenca ou nao de metastases. Os niveis de
expressdo dos genes HOXA1, HOXA2, HOXC4 e HOXB13 foram
significantemente maiores nas amostras de melanoma com mestastases a
distdncia (Maeda et al., 2005). HOXB7 foi o unico gene do loci B expresso
constitutivamente em 25 diferentes linhagens celulares e em 5 amostras cirurgicas
de melanoma humano (Makiyama et al, 2005). Em culturas de melandcitos
normais € em nevos melanociticos, o gene HOXB7 € expresso somente em
células em proliferacdo (Maeda et al, 2005). Desta maneira, estes estudos

demonstram que diferentes genes homeobox da familia HOX podem estar
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associados ao desenvolvimento e/ou comportamento biolégico dos melanomas
cuténeos.

Em amostras de canceres de prostata, o gene HOXC8 apresentou
niveis significantemente elevados de RNA mensageiro em 12 das 16 amostras
avaliadas por Waltregny et al. (2002) quando comparado com as amostras do
tecido normal correspondente. HOXCS8 foi também expresso por 2 das 3 linhagens
celulares de cancer de prostata 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 diferenciacdo celular dos tumores
prostaticos e desempenham papel importante na aquisi¢cao do fen6tipo metastatico
e invasivo das células tumorais (Waltregny et al., 2002). Miller et al. (2000)
encontraram maiores niveis de expressao dos genes HOXC4, HOXC5, HOXC6 e
HOXC8 no epitélio de amostras microdissecadas de cancer de préstata e em
linfonodos metastaticos quando comparado com o tecido normal. Ainda neste
estudo, estes mesmos genes foram altamente expressos em linhagens celulares
derivadas de cancer de préstata quando comparado com células do estroma, as
quais apresentaram niveis indetectaveis de expressédo. Assim, acredita-se que a
superexpressao dos membros do loci C da familia HOX de genes homeobox
desempenhe papel importante na patogénese do cancer de prostata (Waltregny et
al., 2002; Miller et al., 2000).

A expressao anormal de um numero variado de genes HOX dos quatro
clusters tem sido identificada em canceres de pulmao, em particular os membros

do loci C, os quais sdo expressos nos tecidos tumorais e ausentes no tecido
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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
cancer pulmonar (Abate-Shen, 2002).

Recentemente, Hassan et al. (2006) avaliaram a expressao dos
membros da familia HOX em displasias e CEC orais. Os genes HOXA2, HOXB2,
HOXD3, HOXD4, HOXD8 e HOXD9 apresentaram maiores niveis de expressao
quando comparado com os demais genes HOX em amostras de mucosa oral
normal. As amostras de CEC oral demonstraram niveis elevados de expressao
dos genes HOXA1, HOXA2, HOXA3, HOXA5, HOXA9, HOXB3, HOXB7, HOXB9Y,
HOXC4, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC11, HOXC13, HOXD9, HOXD10 e
HOXD11 quando comparado com as amostras de mucosa normal, sugerindo que
a superexpressao ou a re-expressao de alguns genes HOX podem estar
associada com o aparecimento do tumor. Os tecidos displasicos demonstraram
niveis reduzidos de expressao dos genes HOXA1, HOXB7, HOXB9 e HOXC8 em
relacdo as amostras de CEC oral, podendo a superexpressao destes genes estar
associada a transformagdo de condi¢cdes malignizaveis da cavidade oral. Este
estudo também analisou a expressao dos genes HOX em amostras de CEC oral
com e sem metastases para linfonodos. A expressdo dos genes HOXC4-HOXC8
foi maior nas amostras de CEC oral com metastases, sugerindo que a expressao
destes genes pode desempenhar papel fundamental na progressdo e metastase

do CEC oral.
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A presenca dos genes HOX tem sido frequentemente observada em
leucemias, principalmente nas leucemias mieléides agudas (Maroulakou &
Spyropoulos, 2003; Grier et al., 2005). Mudancas na expressao dos genes HOX
estao associadas com translocacgdes e rearranjos cromossémicos (Dimartino et al.,
2005). A fusao entre os genes nucleoprotein NUP98 e HOXA9 esta presente em
leucemias mieldides agudas (Wellik & Capecchi, 2003). A superexpressao do
gene HOXA10 bloqueia o desenvolvimento de linfécitos B e promove o
desenvolvimento de leucemias mieldides (Nakamura et al.,, 1996; Maroulakou &
Spyropoulos, 2003; Grier et al., 2005). A cooperacao entre os genes HOXBS,
HOXB4 e PBX1 tem papel importante na proliferacdo e transformacéo das células
sangUlineas (Krosl et al., 1998).

Os genes HOX estédo intimamente envolvidos em processos celulares
importantes para a oncogénese, incluindo o controle do ciclo celular, angiogénese,
proliferagdo, diferenciacdo e morte celular, sintese de moléculas de adesao e,
indiretamente, no controle da migracao e invasao celular via regulacao na sintese
de matriz (Abate-Shen, 2002). A expressdao de HOXC10 é correlacionada e
controlada pelo ciclo celular (Abate-Shen, 2002). HOXA1 estimula a ativacao
transcricional de algumas moléculas pré-oncogénicas, incluindo ciclina D1 e Bcl-2,
induzindo a proliferagdo e sobrevivéncia de células de carcinoma mamario
humano (Zhang et al., 2003; Zhu et al., 2005). A expressao forcada de HOXA1 é
suficiente para promover a transformacdo oncogénica de células epiteliais
mamarias humanas imortalizadas, com conseqliente formagdo de colénias em

ensaios de soft agar (crescimento independente de ancoragem) e formagéo
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tumoral agressiva in vivo (Yap et al., 2003). Ainda neste estudo foi demonstrado
que E-caderina, uma molécula envolvida na adesao celular é capaz de estimular a
sinalizacao intracelular, potencializar a sobrevivéncia das células neoplasicas
(Zhang et al., 2006) e estimular a expressao de HOXA1 (Yap et al., 2003). Neste
contexto, HOXA1 induz a sobrevivéncia celular e permite que E-caderina estimule
a proliferagao independente de ancoragem das células tumorais.

O gene HOXA10 é um regulador positivo do gene supressor de tumor
p53, 0 qual 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 é
associado a uma reducao na capacidade invasiva e no potencial oncogénico das
células malignas (Chu et al, 2004). Baseado nestes resultados, estes autores
sugeriram que a auséncia de expressdao 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. Além do gene HOXA10, o gene
HOXA5 também atua como um regulador transcricional de p53 (Raman et al.,
2000). Em canceres de mama, acredita-se que a perda de expressao do gene
HOXA5 ocorra devido a metilacdo de sua regido promotora, com consequente
perda na expressdo de p53, favorecendo assim a tumorigénese do céancer de
mama (Raman et al., 2000).

Inimeros estudos demonstram que a expressao inapropriada de N-
caderina pelas células epiteliais induz a quebra da adesao célula-célula, migracao

e invasdo de células derivadas de cancer de mama (Hazan et al, 2000). Em
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células superexpressando HOXD3 ocorre uma perda na expressao de E-caderina
e inducao da expressao de N-caderina, contribuindo para o fenétipo metastatico e
invasivo de células derivadas de cancer de pulmdao (Hamada et al., 2001).
Juntamente com a expressao destes genes (HOXD3 e N-caderina), ha um
aumento concomitante na expressao de matriz metaloproteinase 2 (MMP-2) e
fator ativador de plasminogénio (uPA), enzimas em intima associacdo com 0s
processos de angiogénese e invasao tumoral (Hazan et al., 2000). A expressao de
HOXD3 induz a expressao de integrina a583 e dos ativadores de plasminogénio,
0s quais controlam a degradacdo de matriz extracelular (Grier et al., 2005;
Maroulakou & Spyropoulos, 2003). Por meio de tecnologia antisense foi
demonstrado que o gene HOXB13 controla a capacidade invasiva de linhagens
celulares derivadas de cancer endometrial (Zhu et al., 2005). Utilizando a mesma
metodologia foi demonstrado que HOXDS3 controla a migracdo e invasdao de
células do melanoma humano (Okubo et al., 2002).

Estudos superexpressando o gene HOXD3 demonstraram que ha uma
inducdo concomitante na expressao da integrina avp3, a qual atua promovendo a
motilidade celular (Boudreau et al.,, 1997). Interessantemente, a superexpressao
de HOXD3 promove também uma reducdo na expressao de genes associados a
estrutura dos desmossomos, favorecendo desta forma a dissociagdo e migracao
das células neoplasicas (Miyazaki et al, 2002). A expressdao de HOXD3 nas
células endoteliais parece regular seletivamente a expressdao de genes que

contribuem para a remodelagdo da matriz extracelular durante a angiogénese
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(Boudreau et al,, 1997). Este gene é ainda necessario para 0 processo
angiogénico normal e sua expressao prolongada ou em excesso pode provocar a
manutengao do fendtipo ativo/invasivo das células endoteliais e interferir com a
remodelacao vascular (Boudreau et al., 1997).

HOXB7 desempenha papel importante na progressdao maligna do
cancer de mama através da liberagcdo de bFGF (Waltregny et al, 2002). A
associacédo entre HOXB7 e bFGF foi confirmada em ensaios de transativagédo
direta, no qual HOXB7 foi capaz de se ligar a regiao promotora de bFGF e
desencadear sua transcricdo génica (Waltregny et al,, 2002). Em melanomas a
expressao desregulada de HOXB7 contribui para a transformagao e progressao
das células neoplasicas via bFGF (Waltregny et al., 2002). A inibicdo da atividade
de HOXB7 com oligonucleotieos antisense demonstrou uma reducdo na
capacidade invasiva das linhagens celulares derivadas de cancer de ovario
(Yamashita et al., 2006). A superexpressdao de HOXB7 foi também capaz de
transformar células epiteliais humanas mamarias, alterando seu fenoétipo e
conferindo resisténcia ao tratamento destas células com radiacao ionizante (Zhu et
al., 2005). Desta maneira, o aumento na resisténcia a radiagdo ionizante pode
favorecer o acumulo de mutagdes potencialmente deletérias para a célula,
predispondo-a a transformagédo maligna (Zhu et al., 2005). No trabalho realizado
por Rubin et al. (2007) foi demonstrado 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 nao age somente como um ativador transcricional, mas também atua
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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 genémica (Rubin et al., 2007).

A expressao for¢cada do gene HOXB?7 foi capaz de modular o programa
de diferenciagdo e proliferacdo de células hematopoiéticas, promovendo uma
sobrevida e proliferagdo prolongada de células orientadas para a diferenciacao
granulo-monocitica (Nakamura et al, 1996). Estes achados sugerem um
importante papel da superexpressdao de HOXB7 no processo de imortalizacao
celular pré-leucemia (Dimartino et al., 1999; Nakamura et al., 1996). Na linhagem
celular SkBr3 derivada de cancer de mama, a superexpressao do gene HOXB7 foi
capaz de promover o crescimento celular em meio de cultura contendo 1% de soro
em decorréncia da inducédo da producédo de bFGF pelo gene HOXB7, e ainda foi
capaz de promover o crescimento das células SKBr3-HOXB7 em meio semi-sélido
(Nakamura et al, 1996). Neste mesmo estudo, experimentos com
oligonucleotideos antisense para bFGF bloquearam a capacidade de crescimento
independente de soro das células SkBr3 superexpressando HOXB7, indicando a
participacdo deste gene no processo de proliferacéo celular via liberagao de bFGF
(Dimartino et al., 1999). Além da inducao da liberacdo de bFGF, a linhagem celular
SkBr3 superexpressando o gene HOXB7 aumentou a liberacdo de fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento do endotélio vascular, interleucina-8 e
angiotensina-2 (Dimartino et al., 1999). Estas mesmas células foram capazes de

induzir a neoformagéao capilar quando cultivadas in vitro com células endoteliais e
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ainda, promoveram a formagao de tumores in vivo caracterizados pela presenca
de lacunas vasculares, pequenos vasos com e sem organizacdo, assim como
induzir a formacao de vasos maduros no interior do tumor e na area peritumoral
(Dimartino et al., 1999). Desta maneira, acredita-se que o gene HOXB7
desempenhe papel relevante como ativador da neoangiogénese associada a
formacdo e progressdo tumoral em diferentes tipos de céancer, favorecendo os
processos de invasao e proliferacdo das células malignas (Waltregny et al., 2002;

Makiyama et al., 2005; Hassan et al., 2006).

25



3. PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo determinar o padrédo de expressao dos
membros da familia HOX de genes homeobox localizados nos loci B e C em
amostras de mucosa oral normal proveniente de pacientes ndao expostos aos
principais fatores de risco para o CEC oral e em amostras de mucosa oral normal
e CEC oral provenientes do mesmo paciente por meio da técnica de transcriptase
reversa-reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) “duplex”. Em adicao, este
estudo analisou os niveis de expressdao dos membros destes loci em uma

linhagem de queratindcito normal e em quatro linhagens celulares de CEC oral.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacao do Comité de Etica

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com
as normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos, deliberagédo
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-

UNICAMP (processo 060/2006 em Anexo).

4.2 Culturas Celulares

As linhagens celulares SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25 provenientes
de CECs orais foram adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC,
Manassas, VA, EUA). De acordo com o catalogo da ATCC, todas as linhagens
celulares acima foram estabelecidas a partir de CECs primarios de lingua de
pacientes do género masculino com 55, 25, 55 e 70 anos, respectivamente. A
linhagem imortalizada de queratindcitos normais HaCAT foi gentiimente cedida
pelo Dr. André Vetori (Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céncer, Sao Paulo-
SP). A linhagem HaCAT foi cultivada em frascos de cultura de 25 ou 75 cm?
(Corning Inc, Corning, NY, EUA) contendo o meio de cultura de Eagle modificado
por Dulbecco’s (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS, Cultilab Ltda, Campinas-SP), 1% de L-glutamina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.), 100 pl/ml de penicilina (Invitrogen, E.U.A.)
e 100 pl/ml de estreptomicina (Invitrogen, E.U.A.) a 37°C em atmosfera contendo

5% de CO; e 95% de umidade. As linhagens celulares derivadas de CECs orais
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foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F12 (Invitrogen, E.U.A.) suplementado
com 10% de FBS, 400 ng/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich, E.U.A.), 100 pl/ml
de penicilina e 100 pl/ml de estreptomicina a 37°C em atmosfera contendo 5% de
CO; e 95% de umidade.

O crescimento celular foi monitorado diariamente e o0 meio de cultura
trocado a cada dois ou trés dias, de acordo com o metabolismo celular. Apds
atingirem a confluéncia as células foram subcultivadas. Para isto, o meio de
cultura foi removido, as células foram lavadas com 10 ml de solugao salina
tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e entdo incubadas a 37°C com 0,5 ml ou 2
ml de tripsina a 2% em PBS, para frascos de 25 cm?® ou 75 cm? , respectivamente.
Apds um periodo médio de 2 min, as células ja haviam se separado do assoalho
do frasco de cultura (o que foi determinado por observacdo em microscopio de
contraste de fase) e entdo a acao da tripsina foi interrompida pela adicdo de 5 ml
(frascos de 25 cm?) ou 8 ml (frascos de 75 cm?) de meio de cultura suplementado
com 10% de FBS. A suspensao de células foi transferida para tubos conicos de
plastico de 15 ml estéreis (Corning) e estes centrifugados a 3.000 rpm por 3 min.
O sobrenadante foi removido e descartado e o precipitado de células foi
ressuspendido e plaqueado na concentracdo de 5x10° células por placa de 100
mm de diametro (Corning) para posterior extracdo de RNA total. Em todos os
procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a
manutencao da esterilidade, sendo as linhagens subcultivadas por no maximo 10

passagens e entao descartadas.
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4.3 Amostras de Tecido Oral

Todos os fragmentos de tecido utilizados neste estudo foram coletados
durante o diagnéstico de pacientes com lesées orais no Orocentro da FOP-
UNICAMP. A Tabela 1 descreve as principais caracteristicas clinicas e
histopatologicas das amostras utilizadas neste estudo. Os fragmentos de mucosa
oral normal foram coletados de 10 individuos clinicamente saudaveis sem historia
de tabagismo e etilismo e que foram submetidos ao tratamento cirdrgico para
remocéo de lesdes benignas comuns no Orocentro. A margem do leito cirtrgico foi
realizada uma biopsia com “punch” para obtencao de um fragmento de 5 mm de
diametro. Os pares de amostras orais de CEC e de tecido morfologicamente
normal provenientes do mesmo paciente foram coletados da mesma maneira, por
meio de bidpsias com “punch” no interior da les&o, evitando-se &reas de necrose,
e a margem da lesao, respectivamente. Uma porcado de cada fragmento de tecido
foi fixada em 10% formalina e processada para analise histolégica em coloracao
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 utilizagdo. Os tumores
foram histologicamente graduados como descrito previamente por Anneroth et al.
(1987), levando em consideracédo o grau de queratinizacao, polimorfismo nuclear,
namero de mitoses por campo, padrdao de invasao, estagio de invasao
(profundidade do tumor) e presengca de infitrado inflamatério

linfomonoplasmocitario.
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras deste estudo.

Paciente Género Idade Localizacao TNM Graduacao
Histoldgica
Normal
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 T1IN1MO MD
11 M 72 Assoalho TINOMO BD
12 M 54 Lingua T3N1MO BD
13 M 69 Lingua T3NOMO MD
14 M 70 Lingua T1NOMO BD

NA: ndo aplicdvel. Graduacdo histologica: BD: bem diferenciado e MD: moderadamente

diferenciado.
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4.4 Isolamento do RNA

RNA total foi extraido das culturas celulares e dos tecidos pelo uso da
técnica de isoticianato de guanidina. As linhagens celulares foram lavadas com
PBS e incubadas com 1,5 ml de TRIzol (Invitrogen, E.U.A.) por 5 min. Os
fragmentos de tecido foram cortados manualmente com um bisturi, colocadas em
tubos de polipropileno contendo 1,5 ml de TRIzol e trituradas com um
homogeneizador de tecido (Marconi MA102, Piracicaba, Sdo Paulo) com a
finalidade de tornar a acao do Trizol mais homogénea em toda a amostra. As
etapas seguintes foram semelhantes para todas as amostras. Apés a lise celular,
foi adicionado 0,3 ml de cloroférmio para cada tubo e uma agitagdo vigorosa por
15 s foi realizada. Apés a centrifugagcao a 12.000 xg durante 15 min, a fase aquosa
contendo o RNA foi transferida para tubos estéreis e foram adicionados 0,75 ml de
alcool isopropano por mililitro de solugdo desnaturante. Os tubos foram novamente
centrifugados a 12.000 xg por 10 min. Neste momento foi possivel observar a
formagédo do precipitado de RNA no fundo do tubo. A solugdo sobrenadante foi
descartada e foi adicionado 1 ml de &lcool a 75%. Apés centrifugagéo a 6.000 xg
durante 5 min, o alcool foi descartado e o RNA foi ressuspendido em &gua livre de
DNAse e RNAse. A concentracdo do RNA foi determinada pelo espectofotometro
com comprimento de onda de 260 e 280 nm (Espectrofotdmetro Genesys 2,
Spectronic Inst., Rochester, NY, EUA). O RNA foi armazenado a -80°C até o
momento de sua utilizacdo.

A pureza e integridade do RNA isolado foram determinadas por um gel

de agarose a 1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentragéo de 37% € 0,2
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ug de brometo de etidio. Trés ug de RNA foram misturados com 5x tampéao de
aplicacdo (solucdo aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25%
xileno cianol) e aquecidos durante 5 min a 65°C. ApGs a separacéo eletroforética a
70 V por 2 h, o gel foi documentado com o sistema Kodak Digital Science™

equipado com a camera digital DC40 (Figura 2).

HaCAT SCC-4 SCC-9 SCC-15 SCC-25

28S>

18S>

Figura 2. Imagem representativa de uma série de amostras de RNA analisadas
neste estudo. Note a integridade das subunidades ribossémicas 28S e 18S apds
a separacao eletroforética em gel de agarose/MOPS/formaldeido.

4.5 Sintese do DNA Complementar (cDNA)

Trés png de RNA total foram transcritos reversamente a cDNA
adicionando uma mistura contendo 1 ul de Oligo-dT (0,5 mg/ml; Invitrogen,
E.U.A.), 4 ul de 5x tampao de sintese (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCl e 15
mM MgCl,),1 pl de 10 mM dNTPs, 2 ul de 0,1 M DTT, 1 ul de RNAse Out (40 U/pl;
Invitrogen, E.U.A.), 1 ul de Superscript Il RT (200 U/ul; Invitrogen, E.U.A.). A

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

4.6 Reacao de PCR “Duplex”

A reacao de PCR “duplex” foi desenvolvida utilizando pares de primers

especificos para cada membro da familia HOX de genes homeobox e o gene

32



controle GAPDH (Tabela 2). Assim, 2 ul do cDNA foram amplificados em um
termociclador (Modelo 9600, Perkim Elmer, Foster City, CA, EUA) em uma reacao
composta pelos pares de primers especificos para cada membro dos clusters B e
C da familia HOX de genes homeobox (Yamamoto et al., 2003), 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, E.U.A.). Para os membros do loci B a
temperatura de anelamento da reacao foi 57°C e para os membros do loci C a
temperatura foi 60°C. A reacdao de PCR foi realizada com 32 ciclos. Os produtos
de PCR foram separados eletroforicamente em gel de poliacrilamida nao
desnaturante a 8% e corados com 0,2 ug de brometo de etideo durante 15 min. A
documentacdo dos ensaios de RT-PCR foi realizada no sistema de

fotodocumentagéo Kodak Digital Science™ equipado com a camera digital DC120.

4.7 Analise Densitométrica

A quantificacdo das bandas dos ensaios de RT-PCR “duplex” foi
realizada no programa 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, NY,
E.U.A.)). O valor da densidade éptica foi calculado levando-se em consideragao a
area e a intensidade de cada banda. A normalizacéo foi realizada dividindo-se o
valor da densidade éptica da banda de interesse pelo valor da banda do gene

controle GAPDH.

4.8 Analise Estatistica
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O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar a
expressao dos genes HOX entre os diferentes grupos de tecidos. Em todas as
andlises, p<0,05 foi considerado como indicativo de diferenca estatisticamente

significante.
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Tabela 2. Primers utilizados nos ensaios de RT-PCR “duplex”.

Gene Seqiiéncia (5°-3’) Concentracao dos Extensao do
primers (nM) produto (pb)
HOXB
B1 Forward: GAAACACAGGTCAAGATTTGGTT , 205
Reverse: GGAAGCCCCATTGGTGGCTAGGT ,
B2 Forward: GAAAGGCAGGTCAAAGTCTGGTT 11,2 121
Reverse: GGTCGCAGATGTCCTCCAGGG 13,7
B3 Forward: GAGCGGCAGATCAAGATCTGGTT , 241
Reverse: GGTAGTTGGAGGGCAGCGCGTAG ,
B4 Forward: GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTT , 142
Reverse: CGCGGGGGCCTCCATTGGGC ,
B5 Forward: GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTT 11,8 220
Reverse: GCAGGCTTGTGGGAACCGGTC 13,4
B6 Forward: GAGAGGCAGATCAAGATATCGTT 10,9 125
Reverse: CCAGCACCTTACTCGGCCTGTTTTTCTTC 10,8
B7 Forward: GAAAGACAGATCAAGATTTGGTT 10,9 180
Reverse: CTGGGCTTCTCTTCGTCTCCCTTTCTCATG 11,2
B8 Forward: GAGAGACAGGTCAAAATCTGGTT , 168
Reverse: CTTGTCGCCCTTCTGCGCGTC ,
B9 Forward: GAGAGACAAGTCAAAATCTGGTT 10,9 156
Reverse: GCACTGGCTTTGCAGTCGTCACAT 12,3
B13 Forward: GAGCGCCAGATTACCATCTGGTT 12,3 134
Reverse: CCAGGACACCCCCACTTTCGC 14,7
HOXC
Cc4 Forward: GAGAGGCAGATCAAAATCTGGTT s 150
Reverse: GTGGTCTTCAGAAGTACCCGGGGTA ,
C5 Forward: GAGAGACAGATCAAGATCTGGTT 11,1 95
Reverse: CCCCGCTGCCTCTAAAGAGCCT 13,9
C6 Forward: GAGCGACAGATCAAAATCTGGTT , 195
Reverse: GGGAGAGAGGGGTGGCAGGGAC ,
C8 Forward: GAGAGACAAGTGAAGATCTGGTT 10,9 180
Reverse: GGGGTCTTTCTTTTTTGCTTAGTCCTTGTT 10,6
C9 Forward: GAGCGGCAGGTCAAAATCTGGTT 11,6 126
Reverse: TTTCCCTTGGCTGTGCTGAGG 14,7
C10  Forward: GACAGACAAGTCAAAATCTGGTT 11,1 110
Reverse: CGCTCTCAGGTGAAATTAAAATTGGAGGT 9,0
C11 Forward: GACCGACAAGTCAAAATTTGGTT s 118
Reverse: AAAGGGCCCGGTCTGCAG ,
C12  Forward: GACCAGCAGGTCAAGATCTGGTT 11,8 142
Reverse: TTTGCTCTCTGCCAGGGACAGG 13,4
C13  Forward: GAGCGCCAGGTAACCATCTGGTT 12,2 215
Reverse: GCGCGGTTCTTCTCTTTCCTTAACA 12,5
GAPDH Forward: GAAGGTGAAGGTCGCAGTC 9,0 285
Reverse: GAAGATGGTGATGGGATTTC 8,7
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5. RESULTADOS

5.1 Expressao dos Membros dos Loci B e C da Familia HOX de Genes
Homeobox nas Linhagens Celulares de Queratinocitos Normais e de CEC
Oral

O padrao de expressao de cada um dos membros dos loci B e C da
familia HOX de genes homeobox nas linhagens celulares HaCAT, SCC-4, SCC-9,
SCC-15 e SCC-25 é demonstrado nas figuras 3-6.

Poucos membros do loci B foram expressos pelas linhagens celulares.
A linhagem de queratindcitos imortalizada, mas nao transformada HaCAT foi a que
expressou o maior numero de membros do loci B (Fig. 4). Esta linhagem
expressou 5 dos 10 (50%) genes do loci B, incluindo HOXB2, HOXB6, HOXB?,
HOXB8 e HOXB13 (Figura 3). As linhagens de CEC oral demonstraram um
padrdo de expressdo semelhante para os genes do loci B, com a grande maioria
dos membros nado sendo expressa (Figura 3). As linhagens SCC-4 e SCC-15
apenas expressaram o gene HOXB13, enquanto que as linhagens SCC-9 e SCC-
25 expressaram além de HOXB13, o membro HOXB7 (Figura 3). Nenhuma das
linhagens celulares apresentou transcritos para HOXB1, HOXB3, HOXB4, HOXB5
e HOXB9 (Figura 3). Os niveis de expressdo do gene HOXB7 foram maiores na
linhagem HaCAT comparado com os niveis das linhagens de CEC oral (Figura 4).
O membro HOXB13 apresentou 0 mesmo padrao de expressdao em todas as

linhagens celulares estudadas (Figura 4).
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Ao contrario do encontrado para os membros do loci B, todos os
membros do loci C foram expressos em, pelo menos, uma das linhagens celulares
deste estudo (Figura 5). A linhagem HaCAT expressou 8 dos 9 (88,9%) membros
deste loci (Figura 5). Apenas o membro HOXC5 nao foi expresso pela linhagem
celular HaCAT (Figura 5). O padrao de expressao entre as linhagens de CEC foi
semelhante, com todas as linhagens celulares de CEC oral expressando todos os
membros deste loci (Figura 5). Os genes HOXC4, HOXC5 e HOXC6
apresentaram maiores niveis de expressao nas linhagens celulares de CEC oral
quando comparado com a linhagem celular HaCAT, enquanto que os membros
HOXC10, HOXC11, HOXC12 e HOXC13 foram expressos em maiores niveis pela
linhagem HaCAT (Figura 6). Os genes HOXC8 e HOXC9 demonstraram o mesmo

padrao de expressdo em todas as linhagens celulares estudadas (Figura 6).
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Figura 3. Padrao de expressdao dos membros do loci B da familia HOX de genes
homeobox nas linhagens celulares de queratindcitos normais e CEC oral. Apéds
amplificagédo, os produtos de PCR foram separados eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida ndo-desnaturante a 8% e corados com brometo de etidio. Poucos
genes deste loci foram expressos pelas linhagens celulares analisadas. Os genes
HOXB2, HOXB6 e HOXB8 foram expressos somente pela linhagem celular HaCAT.
HOXB13 foi expresso por todas as linhagens celulares.
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Figura 4. Anadlise densitométrica do padrao de expressao dos membros do loci B
da familia HOX de genes homeobox nas cinco linhagens celulares estudadas. Os
valores sao apresentados como a expressao de cada membro HOX normalizado
pela expressdo do gene controle GAPDH. O gene HOXB7 demonstrou maiores
niveis de expressao na HaCAT quando comparado com as linhagens celulares de

CEC oral.
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Figura 5. Padrao de expressdao dos membros do loci C da familia HOX de genes
homeobox nas linhagens celulares de queratinocitos normais e CEC oral. Apéds
amplificacdo, os produtos de PCR foram separados eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida ndo-desnaturante a 8% e corados com brometo de etidio. HOXC5 foi
0 Unico gene deste loci ndo expresso pela linhagem HaCAT. Os niveis de expressao
de HOXC12 foram bastante reduzidos nas linhagens celulares de CEC oral.
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Figura 6. Analise densitométrica do padrao de expressao dos membros do loci C
da familia HOX de genes homeobox nas cinco linhagens celulares deste estudo.
Os valores sao apresentados como a expressao de cada membro normalizado
pela expressdao do gene controle da reacdo GAPDH. Os membros HOXC10,
HOXC11, HOXC12 e HOXC13 apresentaram maiores niveis de expressao na
linhagem HaCAT quando comparado com o0s niveis de expressao das linhagens
de CEC oral.
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5.2 Expressao dos Membros dos Loci B e C da Familia HOX de Genes
Homeobox em Amostras de Mucosa Normal de Pacientes Livres de Habitos
Associados a Oncogénese Oral e em Amostras Orais de Mucosa Normal e
CEC Provenientes do Mesmo Paciente

Os genes HOXB1 (Figura 7), HOXB3 (Figura 9), HOXB5 (Figura 11),
HOXBS8 (Figura 14) e HOXC12 (Figura 24) nao foram expressos por nenhuma das
amostras analisadas neste estudo, enquanto que o gene HOXB6 (Figura 12) foi
expresso fracamente por apenas 1 amostra de CEC oral e HOXB4 (Figura 10) e
HOXB9 (Figura 15) foram expressos por 2 amostras de CEC oral
Interessantemente, HOXB1, HOXB3 e HOXB5 também nao foram expressos
pelas linhagens celulares. Entretanto, niveis de mRNA do gene HOXC12 foram
detectados em todas as linhagens celulares, sendo a expressdao na linhagem
HaCAT intensamente mais forte quando comparado com as linhagens de CEC
oral.

As amostras de mucosa oral normal obtidas de pacientes ndo expostos
aos principais fatores de risco para o CEC oral expressaram poucos transcritos e
nenhum membro dos loci B e C foram expressos por todas as amostras deste
grupo. Dentre os genes expressos por este grupo estdo HOXB7, que foi expresso
por 50% das amostras (5/10; Figura 13), HOXB13, expresso por 80% das
amostras (8/10; Figura 16), HOXC9, expresso por 20% das amostras (2/10; Figura
21) e HOXC10, expresso por 30% das amostras (3/10; Figura 22). Os membros

HOXB2 (Figura 8), HOXB4 (Figura 10), HOXB6 (Figura 12), HOXB9 (Figura 15),

42



HOXC4 (Figura 17), HOXC5 (Figura 18), HOXC6 (Figura 19), HOXCS8 (Figura 20),
HOXC11 (Figura 23) e HOXC13 (Figura 25) nao foram expressos por nenhuma
das amostras de mucosa oral normal de pacientes ndo expostos aos principais
fatores de risco para o CEC oral.

As amostras de tecido normal provenientes dos pacientes com CEC
oral demonstraram um padréo de expressao muito similar ao das amostras dos
pacientes sem fatores de risco. Apenas o gene HOXB2 fugiu a esta regra, sendo
expresso por 5 (35,7%) amostras do grupo de tecido normal proveniente de
pacientes com CEC oral (Figura 8). Os genes HOXB4 (Figura 10), HOXB6 (Figura
12) e HOXB9 (Figura 15) ndo foram expressos por nenhuma das amostras deste
grupo. O padrédo de expressdao dos membros do loci C foi parecido entre os grupos
de mucosa morfologicamente normal de pacientes com CEC oral e mucosa
normal de pacientes sem exposicdo ao tabaco e alcool. Excecdes incluiram o
gene HOXCS8, que foi expresso por 3 (30%) amostras deste grupo (Figura 20),
HOXC9, que foi expresso por 4 (40%) amostras (Figura 21), e HOXC10, que foi
expresso por 9 (90%) amostras (Figura 22). HOXC13 foi expresso por apenas 1
(10%) das amostras deste grupo (Figura 25), enquanto que os genes HOXC4
(Figura 17), HOXC5 (Figura18), HOXC6 (Figura 19) e HOXC11 (Figura 23) nao
foram expressos por nenhuma das amostras deste grupo. Embora tenha existido
uma pequena diferenca na expressdo de alguns genes, ndo existiu nenhuma
diferenca significante entre a expressao dos genes HOX dos loci B e C entre os

grupos de amostras orais normais.
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Os genes HOXB2 (Figura 8), HOXB7 (Figura 13) e HOXB13 (Figura 16)
foram expressos por um numero marcadamente maior de amostras de CEC oral
comparado com amostras de tecido oral normal independente da origem. O gene
HOXB2 foi expresso por 7 (50%) das amostras do grupo de CEC oral (Figura 8),
HOXB7 foi expresso por 13 (92,8%) (Figura 13) e HOXB13 foi expresso por 11
(78,6%) das amostras do grupo de CEC oral (Figura 16). Todos os membros do
loci C foram expresso por uma grande numero de amostras de CEC oral, com
excecao de HOXC12, que nao foi expresso por nenhuma das amostras deste
estudo (Figura 24), e HOXC13, que foi expresso por apenas 4 amostras (Figura
25). HOXC5 (Figura 18) e HOXC6 (Figura 19) foram expressos por 80% das
amostras deste grupo, HOXC8 (Figura 20), HOXC9 (figura 21) e HOXC10 (Figura
22) foram expressos por todas as amostras e HOXC11 foi expresso por 90% das
amostras do grupo de CEC oral (Figura 23). Independente da origem das
amostras de mucosa oral normal, a expressao dos membros HOXB7 (Figura 13),
HOXC4 (Figura 17), HOXC5 (Figura 18), HOXC6 (Figura 19), HOXCS8 (Figura 20),
HOXC9 (Figura 21), HOXC10 (Figura 22) e HOXC11 (Figura 23) foi
significantemente maior nas amostras de CEC oral. Os niveis de expresséo dos
membros HOXB2 (Figura 8) e HOXC13 (Figura 25) foram significantemente
maiores nas amostras de CEC oral quando comparado com os niveis de
expressao encontrados nas amostras de mucosa normal de pacientes livres de

fatores de risco.
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Figura 7. HOXB1 nao é expresso por amostras de mucosa oral 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) Andlise por PCR “duplex” para 14 pares de
amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente.
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A Mucosa Oral Normal
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Figura 8. Andlise dos niveis de expressao do gene HOXB2 em amostras de mucosa normal e CEC. (A) Reacgao 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 genémico. (B) Analise por PCR
“duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e
CEC do mesmo paciente. (C) Andlise densitométrica da expressdo de HOXB2 normalizada pelo gene controle
GAPDH. A expressdao de HOXB2 foi significantemente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras
de mucosa oral normal de pacientes sem fatores risco para o CEC (p<0,05).
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A Mucosa Oral Normal
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Figura 9. Expressdo do gene HOXB3 em amostras de mucosa oral normal e CEC. (A) Reagcdo 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) Anélise por PCR “duplex” para 14
pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e CEC do mesmo
paciente. Em nenhuma amostra deste estudo foi possivel detectar niveis de expressdo de mMRNA de HOXBS.
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A Mucosa Oral Normal
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Figura 10. A expressado do gene HOXB4 foi detectada em apenas 2 amostras de CEC oral. (A) Reacédo 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
14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢do superior da canaleta) e CEC do
mesmo paciente. (C) Andlise densitométrica da expressao de HOXB4 normalizada pelo controle GAPDH.
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Figura 11. O gene HOXB5 nao foi expresso em nenhuma das amostras de tecido oral analisadas. (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 amplificagcdo com DNA genémico. (B) Analise por PCR
“‘duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e
CEC do mesmo paciente.
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Figura 12. Niveis de mRNA para o gene HOXB6 foi fracamente detectado em uma amostra de CEC oral deste
estudo. (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 amplificagdo com DNA gendmico.
(B) Analise por PCR “duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢éo
superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Andlise densitométrica da expressao de HOXB6 normalizada
pelo gene controle GAPDH.
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Expressao de HOXB7

Figura 13. Expressdo do gene HOXB7 foi significantemente maior em CECs orais em relagdo as amostras de
mucosas orais normais. (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) Andlise densitométrica da expressdao de HOXB7
normalizada pelo controle GAPDH. A expressao de HOXB7 foi significantemente maior em amostras de CEC oral

quando comparado com amostras de mucosa oral normal do mesmo paciente (p<0,05) e de pacientes sem fatores
risco para o CEC oral (p<0,001).

49



A Mucosa Oral Normal
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Figura 14. O gene HOXBS ¢ silenciado em tecidos orais normais € de CEC. (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) Andlise 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.
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A Mucosa Oral Normal
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Figura 15. Expressao do gene HOXB9 em amostras de mucosa oral normal e CEC. (A) Reagao 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 gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 14
pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e CEC do mesmo
paciente. (C) Andlise densitométrica da expressdo de HOXB9 normalizada pelo controle GAPDH. A expressao de
HOXB9 foi limitada a 2 das amostras de CEC oral deste estudo.
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Figura 16. O gene HOXB13 foi expresso por um grande numero de amostras orais de mucosa normal e CEC. (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 amplificagdo com DNA gendémico. (B) Analise por
PCR “duplex” para 14 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢do superior da
canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressdo de HOXB13 normalizada pelo

controle GAPDH. A expressdo do gene HOXB13 ndo apresentou diferenga estatistica significante entre as amostras
orais de CEC e de mucosa normal.
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Figura 17. HOXC4 foi expresso apenas por 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 amplificagdo com DNA gendmico. (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) Anadlise
densitométrica da expressdao de HOXC4 normalizada pelo controle GAPDH. A expressao de HOXC4 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) e amostras de mucosa normal de pacientes com CEC oral (p<0,001).

53
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Figura 18. A expressao do gene HOXCS foi restrita as 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 gendmico. (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 expressao de HOXC5 normalizada pelo controle GAPDH. A expressao de HOXC5 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) e amostras de mucosa normal de pacientes com CEC oral (p<0,001).
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Figura 19. A expressao do gene HOXCG6 foi significantemente maior em 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 amplificagdo com DNA gendémico. (B) Analise 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 expressao de HOXC6 normalizada pelo controle GAPDH. Independete da

origem do tecido oral normal, a expressdo de HOXC6 foi significantemente maior em amostras de CEC oral
(p<0,001).
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Figura 20. Analise da expressao do gene HOXCS8. (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 por¢do superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise
densitométrica da expressdao de HOXC8 normalizada pelo controle GAPDH. A expressdao de HOXCS8 foi
significantemente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras de mucosa oral normal de pacientes
sem fatores risco para o CEC (p<0,001) e amostras de mucosa normal de pacientes com CEC (p<0,001).
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Figura 21. A expressao do gene HOXC9 foi significantemente 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 amplificacao
com DNA gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 10 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas
como TN na por¢ao superior da canaleta) e CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressao de
HOXC9 normalizada pelo controle GAPDH. A expressdao de HOXC9 foi significantemente maior em amostras de
CEC oral comparado com amostras de mucosa normal do mesmo paciente (p<0,01) e amostras de mucosa oral
normal de pacientes sem fatores risco para o CEC (p<0,001).
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Figura 22. Analise da expressao do gene HOXC10 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 amplificagcdo com DNA genémico. (B) Analise por PCR
“‘duplex” para 10 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e
CEC do mesmo paciente. (C) Analise densitométrica da expressdao de HOXC10 normalizada pelo controle GAPDH.
A expressao de HOXC10 foi significantemente maior em CECs orais comparado com ambos 0s grupos de mucosas
orais normais estudadas (p<0,01 para o grupo de mucosa normal de pacientes com CEC oral e p<0,001 para o
grupo de mucosa normal de pacientes sem fatores de risco).
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Figura 23. HOXC11 mRNA foi detectado apenas em amostras de CEC oral. (A) Reacdo 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 gendmico. (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) Andlise densitométrica da expressdo de HOXC11 normalizada pelo controle GAPDH revelou que a expressao
de HOXC11 é significantemente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras de mucosa oral normal
de pacientes sem fatores risco para o CEC (p<0,001) e amostras de mucosa normal de pacientes com CEC
(p<0,001).
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A Mucosa Oral Normal
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TN CEC

Figura 24. HOXC12 nao foi expresso por nenhuma das 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 amplificagdo com DNA genémico (B) Andlise por PCR
“duplex” para 10 pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e
CEC do mesmo paciente.
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A Mucosa Oral Normal
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Figura 25. Expressao do gene HOXC13 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 amplificagdo com DNA gendmico. (B) Analise por PCR “duplex” para 10
pares de amostras de mucosa oral normal (designadas como TN na por¢ao superior da canaleta) e CEC do mesmo
paciente. (C) Andlise densitométrica da expressao de HOXC13 normalizada pelo controle GAPDH. A expressao de
HOXC13 foi significantemente maior em amostras de CEC oral comparado com amostras de mucosa oral normal de
pacientes sem fatores risco para o CEC (p<0,05), mas ndo foram diferentes do grupo de amostras de mucosa
normal de pacientes com CEC oral.
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6. DISCUSSAO

A familia HOX de genes homeobox participa da regulacao de varios
mecanismos biolégicos cruciais para a célula, incluindo a aquisicdo e manutencgéao
da localizacao celular em nivel espacial e temporal, o estabelecimento da
identidade celular de acordo com os sinais determinados pelo microambiente, o
controle do crescimento e proliferagdo celular por meio da interacdo com proteinas
que regulam o ciclo celular e as vias de apoptose, o processo de comunicacao
célula-célula através da inducdo de fatores de crescimento, citocinas e vias de
sinalizacdo intracelular, e o controle do padrdo antero-posterior durante o
desenvolvimento embrionario (Samuel & Naora, 2005; Abate-Shen, 2002). Devido
a evidente importancia da participacdo dos membros da familia HOX no controle
de processos celulares basicos, muitos estudos tém analisado a expressao destes
genes em tecidos neoplasicos com a finalidade de demonstrar a participacao
destes genes no desenvolvimento e/ou progressao tumoral. A expressao
desregulada de alguns membros da familia HOX tem sido demonstrada em
diferentes tipos de canceres, dentre 0os quais se destacam os tumores de mama
(Raman et al., 2000), utero (Hung et al., 2003), préstata (Miller et al., 2000;
Waltregny et al., 2002), pulmao (Flagiello et al., 2000), melanomas (Maeda et al.,
2005) e leucemias (Leroy et al., 2004). Recentemente, a expressao destes genes
foi estudada em amostras de mucosa oral normal, displasias orais e CEC orais
(Hassan et al, 2006). Em geral, independente da origem da neoplasia, uma

elevacdo ou uma reducdo (ou auséncia) na expressao de alguns genes HOX
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especificos altera profundamente o fenétipo e o comportamento celular, com
consequéncias deletérias para a célula, como a reversao celular para um estado
indiferenciado, promovendo sobrevivéncia e proliferacao celular e favorecendo a
transformacdo maligna e/ou a progressdao tumoral (Samuel & Naora, 2005).
Entretanto, pouco se sabe sobre as fung¢des especificas dos membros da familia
HOX devido a sua maneira complementar e redundante de agir e a sua
capacidade/necessidade de interagir com co-fatores (Grier et al., 2005). Além
disso, a expressao dos genes HOX parece ser especifica para cada tipo de tecido
adulto, dificultando ainda mais a compreensao do papel destes genes.

A determinacdo do padrao de expressao dos genes HOX em tecidos
especificos é extremamente importante para que seja possivel a compreensao da
funcéo destes genes em processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo o céancer.
Desta maneira, a expressdao dos genes HOX pertencentes aos loci B e C foi
analisada na primeira parte deste estudo, em 4 linhagens celulares derivadas de
CECs de lingua e em uma linhagem de queratinécitos normais imortalizada mas
nao-transformada HaCAT. A técnica de RT-PCR “duplex” foi escolhida pelo fato de
admitir que em uma mesma reagdo tanto o gene de interesse quanto o gene
controle GAPDH sejam amplificados, permitindo a normalizagdo da reagéo e
confirmacao do sucesso do experimento.

A expressao dos genes HOX pertencentes ao loci B foi bastante
semelhante entre as linhagens de CEC oral, sendo que a maioria dos genes
apresentou-se silenciados, com excecao do gene HOXB13, o qual foi expresso

por todas as linhagens, e do gene HOXB7, que foi expresso pelas linhagens SCC-
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9 e SCC-15. O gene HOXB7 apresentou maiores niveis de expressao na linhagem
celular HaCAT quando comparado com as linhagens de CEC oral, enquanto que a
expressao de HOXB13 foi similar entre as linhagens celulares. Outros estudos tém
demonstrado uma baixa expressdo ou um silenciamento génico da maioria dos
membros do loci B em neoplasias de diferentes érgaos, incluindo prostata, ovério,
utero, mama e pele (Care et al., 1998; Alami et al., 2000; Miller et al., 2000;
Yamashita et al.,, 2005; Zhao et al., 2005; Lépez et al., 2006). No estudo com
CECs orais, a grande maioria dos membros deste loci foi silenciada (Hassan et al.,
2006). Interessantemente, os membros do loci B que foram diferencialmente
expressos entre as linhagens celulares (HOXB7 e HOXB13) tém sido
considerados genes importantes para o desenvolvimento tumoral. Por exemplo,
uma elevacdo na expressdao de HOXB7 esta relacionada com transformagéo
celular (Waltregny et al., 2002; Zhu et al., 2005), progressao tumoral (Waltregny et
al., 2002), aumento da sobrevida celular e da taxa de reparo do DNA (Rubin et al.,
2007) e inducao da proliferagdo e crescimento (Nakamura et al.,, 1996; Dimartino
et al, 1999). Similarmente, a expressdao desregulada do gene HOXB13 esta
associada com um fenotipo mais agressivo das neoplasias malignas, incluindo um
aumento na capacidade invasiva das células tumorais (Zhao et al, 2004).
Metodologias antisense para os genes HOXB7 e HOXB13 reduziram a capacidade
de invasao de linhagens celulares derivadas de cancer de ovario em 85 e 50%,
respectivamente (Yamashita et al., 2005). Embora tenha sido sugerido que estes
dois genes possam desempenhar papel importante para o desenvolvimento de

diferentes tipos de neoplasias, nés observamos que HOXB7 foi mais expresso
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pela linhagem de queratindcitos normais comparado com as linhagens de CEC
oral, fato que ndo se confirmou posteriormente durante a analise dos tecidos
normais e tumorais (ver abaixo). Desta maneira, estes resultados sugerem que os
membros do lécusi B, com excecdo do gene HOXB7, é silenciada em tecidos
adultos e nao desempenha um papel importante nas neoplasias, incluindo,
provavelmente, o CEC oral.

A andlise dos membros do loci C demonstrou que todos os genes foram
expressos por, pelo menos, uma das linhagens deste estudo. Os genes HOXC4,
HOXC5 e HOXC6 foram superexpressos nas linhagens de CEC oral quando
comparado com a linhagem HaCAT. A superexpressdao destes genes ja foi
identificada em linhagens e em amostras de cancer de prostata, no qual tem sido
demonstrado que a expressao desregulada de membros do loci C € importante
para a transformagdo maligna e o desenvolvimento tumoral (Alami et al., 1999;
Miller et al., 2000). Apesar de nao haver diferenca no nivel de expressao do gene
HOXC8 entre as linhagens estudadas, a superexpressdo de HOXC8 esta
associada com uma redugédo no processo de diferenciacao celular (Miller et al.,
2000).

Na segunda parte deste estudo nds analisamos a expressao dos genes
da familia HOX em amostras orais de CEC e mucosa morfologicamente normal do
mesmo paciente. Em adicdo, 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 grupo se baseou na hip6tese de cancerizacao de
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campo da cavidade oral. Esta teoria afirma que toda a mucosa oral é susceptivel a
transformacao maligna com a exposi¢cao cronica aos principais fatores indutores
do cancer oral (Slaughter et al, 1953). Entdo, embora a mucosa obtida de
pacientes com CEC oral mostre caracteristicas morfologicamente normais, seu
padrao genético pode estar alterado, incluindo altera¢des no padrao de expressao
dos genes da familia HOX.

Nas amostras de mucosa oral normal de pacientes ndo expostos aos
fatores de risco para o cancer oral, somente 4 dos 19 genes HOX (HOXB?,
HOXB13, HOXC9 e HOXC10) analisados foram expressos e nenhum membro foi
expresso por todas as amostras deste grupo. Comparando os dois grupos de
mucosa oral normal, o numero de membros expressos pelas amostras de mucosa
normal de pacientes com CEC oral foi maior. Neste grupo, além dos membros ja
expressos pelas amostras de mucosa oral normal de pacientes sem fatores de
risco (HOXB7, HOXB13, HOXC9 e HOXC10), HOXB2, HOXC8 e HOXC13 foram
expressos. Contudo, ndo existiu nenhuma diferenga estatistica nos niveis de
expressao destes genes comparando os dois grupos de mucosa oral normal.

A expressao do gene HOXB7 foi significantemente maior no grupo de
amostras de CEC oral quando comparado com os grupos de mucosa oral normal,
independente da existéncia ou ndo dos fatores de risco. No estudo realizado por
Hassan et al. (2006), o gene HOXB7 também foi superexpresso nas amostras de
CEC oral estudadas, mostrando menores niveis de expressdo nas amostras de
displasia oral em relagdo as amostras de CEC oral. Estes resultados permitiram

que os autores sugerissem que HOXB7 pode participar na progressao dos CECs
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orais. Além disso, outros estudos ja demonstraram a superexpressao deste gene
em diferentes tipos de canceres, incluindo tumores de eséfago, ovario, utero,
mama e melanomas (Care et al,, 1998; Svingen & Tonissen, 2003; Chen et al.,
2005; Yamashita et al., 2005; Lépez et al., 2006; Zhao et al., 2005; Maeda et al.,
2005). A expressao desregulada de HOXB7 pode contribuir para a transformacao
e progressao neoplésica via liberagdo de bFGF, o qual tem sido descrito como um
dos mais importantes fatores de inducao da proliferacdo celular e angiogénese
(Care et al., 1996). Células derivadas de tumores de mama superexpressando
HOXB7 tornam-se positivas a bFGF, aumentam sua taxa de proliferacao celular,
adquirem capacidade de crescerem em meio de cultura sem soro e de formar
colénias em soft 4gar, e ainda apresentam maiores niveis de RNA mensageiro e
proteina do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), interleucina-8 e
angiotensina-2, proteinas estas essenciais para a neoformagao vascular (Care et
al.,, 2001). Também foi demonstrado que HOXB7, via inducédo da liberacao da
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), participa do processo de remodelacdo da
matriz extracelular, mecanismo essencial para a invasao das células tumorais
(Care et al., 2001). Como a superexpressao de HOXB7 esta associada a uma
resposta angiogénica devido a sua capacidade de ativar diferentes moléculas pro-
angiogénicas, foi sugerido que este gene pode representar um alvo terapéutico
importante para a inibicdo da angiogénese tumoral e, consequentemente,
proliferacao e invasao das células tumorais (Dimartino et al., 1999).

O gene HOXB13 apresentou niveis de expressao similares entre as

linhagens celulares estudadas e os diferentes grupos de amostras de tecido oral,
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resultado semelhante ao encontrado por Hassan et al. (2006). Entretanto, a
expressao alterada deste gene ja foi identificada em amostras de cancer de Utero
e ovario, nos quais induziu a invasao das células tumorais (Zhao et al., 2005;
Yamashita et al.,, 2006). Em melanomas, o gene HOXB13 foi superexpresso em
amostras que apresentavam metéstases a distancia quando comparado com
amostras que ndo apresentavam metastases (Maeda et al., 2005). Recentemente
foi demonstrado que a superexpressao deste gene esta associada com um pior
prognostico em pacientes com cancer de mama (Ma et al., 2004). O gene HOXB2
nao foi expresso por nenhuma das amostras de mucosa oral normal derivada de
pacientes sem habito de fumar ou consumir bebidas alcodlicas, porém foi
expresso por 5 das amostras de mucosa oral normal de pacientes com CEC oral e
foi expresso por 7 amostras do grupo de CEC oral. Ao contrario do resultado
esperado, HOXB2 foi expresso pela linhagem HaCAT, mas nao foi expresso pelas
linhagens de CEC oral. Esta diferenca encontrada no padrao de expressao entre
linhagens celulares e amostras de tecido pode ter ocorrido devido a natureza
biolégica das amostras estudadas, uma vez que tem sido sugerido que o padrao
de expressao dos genes HOX pode sofrer modificagbes durante o cultivo celular,
isto &, as células podem adquirir mutagdes, fato este comum em culturas celulares
mantidas por longos periodos de tempo (Li et al., 2002). Outro ponto que pode
contribuir para esta diferenca é o fato da linhagem celular HaCAT ter sido
imortalizada por um processo de transfeccdo de gene viral. No estudo realizado
por Lopez et al. (2006), o gene HOXB2 nao foi expresso no epitélio cervical

normal, porém, uma notavel desregulacdo na expressdo deste gene foi
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encontrada em amostras de tumores cervicais e ainda em tecidos transformados,
revelando uma possivel participacao deste gene no desenvolvimento do cancer
cervical.

Todos os membros do loci C, com exce¢cdo de HOXC12 que néo foi
expresso por nenhuma das amostras deste estudo, foram expressos em niveis
maiores nas amostras de CEC oral em relacdo as amostras de mucosa oral
normal. Hassan et al. (2006) encontraram niveis de expressdo elevados dos
genes HOXC4, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC11 e HOXC13 em amostras de
CEC oral quando comparado com amostras de mucosa oral normal. Neste mesmo
estudo, as expressdes dos genes HOXC5, HOXC6 e HOXC8 foram maiores nas
amostras de CEC oral com metastases, sugerindo que a expressao destes genes
pode desempenhar um papel fundamental na progressao e metastase do CEC
oral. Além disso, a expressao alterada de varios membros do loci C foi encontrada
em tumores de diferentes origens, incluidos os tumores de préstata, pulmao e
eso6fago (Miller et al., 2000; Abate-Shen, 2002; Chen et al., 2005). O gene HOXC4
€ um dos genes da familia HOX que esta superexpresso em grande parte dos
tumores de bexiga (Cantile et al., 2003), préstata (Miller et al., 2000) e melanomas
(Maeda et al., 2005), no qual apresenta maiores niveis de expressao em amostras
tumorais com metéstases a distancia. HOXC5 e HOXCS8 estdo associados com a
transformacao de queratindcitos cervicais (Alami et al, 1999), enquanto que
HOXC4 e HOXC8 sao superexpressos em linhagens celulares de cancer de
préstata e em tumores com metastases regionais (Miller et al., 2000). HOXC8

possui a habilidade de transformar fibroblastos em cultura (Maulbecker et al.,
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1993) e ainda é altamente expresso em linhagens celulares de carcinoma cervical,
mas n&o em tecidos cervicais normais (Alami et al., 1999).

O gene HOXC6 foi altamente expresso em amostras de carcinoma
esofagico quando comparado com as amostras de tecido normal, e ainda, HOXC4
e HOXCS8 foram expressos somente nas amostras de carcinoma, sugerindo uma
possivel associacdo destes membros com a progressao tumoral (Chen et al.,
2005). Em linhagens celulares e em canceres de ovario e cancer endometrial, o
membro HOXC13 foi superexpresso quando comparado com amostras de tecido
normal (Zhao et al., 2005; Yamashita et al, 2006). Entretanto, pouco se sabe
sobre a funcao especifica destes genes no desenvolvimento do cancer bucal, uma
vez que estes genes atuam muitas vezes de maneira complementar, e ainda,
ativando genes alvos, responsaveis por realizar as diferentes funcbes
desencadeadas pelos genes HOX.

Em resumo, os resultados demonstrados neste estudo revelam que a
expressao desregulada de membros especificos dos loci B e C da familia HOX de
genes homeobox pode estar relacionada com a aquisicdo ou manutengdo do
fendtipo neoplasico de CECs orais, e ainda sugerem a possibilidade de no futuro
utilizar os genes HOX como alvos para a terapia do cancer. Entretanto, estudos
mais detalhados sobre o papel especifico de cada membro da familia HOX de
genes homeobox sdo necesséarios para a compreensao da participacao destes

genes no desenvolvimento e progressao do cancer oral.
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7. CONCLUSOES

1. Os genes HOXB1, HOXB3, HOXB5, HOXB8 e HOXC12 ndo sao expressos
por tecidos orais normais e tumorais.

2. Os genes HOXB2, HOXB6 e HOXB8 s&o expressos somente pela linhagem
celular de queratinécitos normais HaCAT.

3. Os genes HOXB7 e HOXB13 séo expressos diferencialmente nas linhagens
celulares HaCAT e de CEC oral.

4. Os membros HOXB2, HOXB4, HOXB6, HOXB9, HOXC4, HOXC5, HOXCS6,
HOXC8, HOXC11 e HOXC13 ndo sao expressos em mucosa oral normal
proveniente de pacientes sem histéria de tabagismo e/ou etilismo.

5. Os genes HOXB7, HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC10 e
HOXC11 sado superexpressos em CECs orais quando comparado com
amostras de mucosa oral normal independente da associacdo ou nao com
0s principais fatores de risco para o CEC oral.

6. Os niveis de expressdo dos membros HOXB2 e HOXC13 foram
significantemente maiores nas amostras de CEC oral quando comparado
com os niveis de expressdo encontrados nas amostras de mucosa normal

de pacientes sem histéria de tabagismo e/ou etilismo.
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