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RESUMO

Os membros da familia HOX de genes homeobox séo classicamente
conhecidos por regular a proliferacdo e diferenciacdo celular durante o
desenvolvimento embrionario. Contudo, inUmeros estudos demonstraram uma
expressdo desregulada de alguns membros desta familia em neoplasias, incluindo
melanomas, leucemias e canceres de colon, pulméo, rim e prdstata, entre outros.
Estudos prévios do nosso laboratorio analisaram o perfil de expressdo dos 39
genes da familia HOX em amostras orais de tecido normal e carcinoma
espinocelular (CEC), identificando alguns genes diferencialmente expressos.
Dentre estes genes estava HOXB7. Interessantemente, a expressao aberrante de
HOXB7 em neoplasias malignas foi relacionada a um controle da proliferacao,
invasdo e efetividade no reparo do DNA. O objetivo deste estudo foi avaliar o
papel da marcacdo imuno-histoquimica do gene HOXB7 em 115 amostras de
CECs orais. A expressao elevada de HOXB7 foi significantemente correlacionada
com o estadio N (p=0,013), infiltracdo vascular (p=0,0218), consumo de bebidas
alcodlicas (p=0,047) e potencial proliferativo do tumor como revelado pela
expressdo de Ki67 (p=0,0127). Mais importante, a expressao de HOXB7
demonstrou ser um marcador independente de sobrevida global em 5 anos de
pacientes com CEC oral (p=0,009). As taxas de sobrevida global em 5 anos foram
respectivamente de 88,1% e 55,8% para pacientes com expressdo baixa e
elevada de HOXB7. Em conclusdo, nossos resultados sugerem que HOXB7 pode
ser um marcador importante para predizer o prognéstico de pacientes com CEC

oral.

Palavras chaves: genes homeobox; neoplasia bucal; prognéstico.



ABSTRACT

HOX genes are master regulators of the cellular proliferation and
differentiation during embryogenesis. However, some members of the HOX family
have been shown to be dysregulated in malignancies, including melanomas,
leukemias and cancers of colon, lung, kidney and prostate among others. Previous
studies in our laboratory analyzed the expression profile of all 39 HOX genes in
oral samples from normal mucosa and squamous cell carcinoma (SCC), identifying
some differentially expressed. Among those genes were HOXB7Y. Interestingly, the
aberrant expression of HOXB7 gene has been related with the regulation of
proliferation, differentiation and invasion, and with the control of the DNA repair
effectiveness. The goal of this study was to analyze the immunohistochemical
expression of HOXB7 in 115 oral SCCs. High expression of HOXB7 was
significantly correlated with N stage (p=0.013), vascular infiltration (p=0.0218),
alcohol consumption (p=0.047), and tumor proliferative potential as revealed by
Ki67 expression (p=0.0127). Most important, HOXB7 expression showed to be an
independent marker of overall survival in 5 years. The overall survival in 5 years
rates were respectively 88.03% and 55.78% for patients with low and high
expression of HOXB7. In conclusion, our results suggest that HOXB7 could be an

important marker for prognosis of patients with oral SSC.

Key words: homeobox genes, buccal neoplasia, prognosis.
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1. INTRODUCAO

Os genes homeobox sdo responsaveis por codificar proteinas nucleares que
agem como fatores de transcricdo durante o desenvolvimento embrionario (Maroulakou
& Spyropoulos, 2003). Estes genes foram inicialmente descobertos em Droséfilas como
genes onde muta¢cBes causavam transformacfes homedticas, assim definidas por
promoverem alteracbes nos segmentos corporais das moscas (Lewis, 1978). Estes
genes sdo também conhecidos em Drosdfilas como complexo HOM-C. Em humanos os
genes homeobox séo divididos em dois grandes grupos: os genes agregados, também
conhecidos como genes HOX ou classe | de genes homeobox, e os genes nao
agregados, 0s quais ndo estao envolvidos em transformacdes 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). Embora estes genes sejam classicamente conhecidos por controlar a
proliferacéo e diferenciacdo celular necessarios para a morfogénese celular e tecidual
(Abate-Shen, 2002; Maroulakou & Spyropoulos, 2003; Samuel & Naora, 2005), estudos
recentes tém demonstrado a participacdo destes genes em eventos bioldgicos cruciais
para a célula eucarittica adulta em condi¢cbes 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 sequéncia especifica de DNA que codifica 61 aminoacidos, denominada de
homeodominio (Maroulakou & Spyropoulos, 2003). O homeodominio € a seqiéncia
responsavel pela ligacdo especifica das proteinas ao DNA, estimulando ou inibindo a
expressao de genes alvos (Samuel & Naora, 2005). Apesar da comprovacgéo de que as
homeoproteinas atuam como fatores de transcricdo, existem poucos exemplos de
genes alvo que sdo especificamente regulados in vivo por estas proteinas. Além disso,
supde-se que a especificidade funcional das homeoproteinas é controlada em muitos
niveis, incluindo modificacbes pos-transcricionais, transporte nucleo-citoplasma e
interacdo com outras proteinas (Abate-Shen, 2002).

Os genes homeobox representam um exemplo classico da intima relacdo entre

embriogénese e neoplasia. Muitos estudos demonstraram que tanto a perda quanto o
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ganho de fungcdo dos genes homeobox estdo associadas com o desenvolvimento e
progresséo de vérias neoplasias (Abate-Shen, 2002). Muitos dos genes homeobox que
sdo normalmente expressos nos tecidos embrionarios estdo presentes de maneira
aberrante no cancer (Myers et al.,, 2000; Abate-Shen, 2002; Grier et al., 2005). Esta
expressdo desregulada altera o fenotipo e o comportamento celular, levando a
diminuicdo da diferenciacdo e a promoc¢ao da proliferagédo e sobrevivéncia celular e
aumentando a predisposicao 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 implicacdo destes genes na oncogénese tem sido relatada (Myers et
al., 2000; Maroulakou & Spyropoulos, 2003). A familia HOX de genes homeobox é
estruturalmente e funcionalmente homéloga ao complexo HOM-C de Drosofilas (Cillo et
al.,, 2001). Em humanos, ha 39 membros, os quais apresentam uma distribuicdo
genbmica 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 2g31), os quais apresentam
uma organizacdo homologa especifica de 9-11 genes cada (Magli et al., 1991; Krumlauf
et al., 1994). Baseado na homologia da sequéncia e na posi¢cao no loci, os genes dos
quatro clusters podem ser alinhados entre si e com os genes do complexo HOM-C em
13 grupos de genes paradlogos (Maroulakou & Spyropoulos, 2003). Os genes HOX
foram originalmente identificados como genes reguladores do padrdo de formacéo
antero-posterior durante o desenvolvimento embriondrio (De Vita et al., 1993).
Entretanto, sabe-se que estes genes estdo ativos em células adultas normais,
controlando e regulando a identidade celular (diferenciagéo), divisdo, adesao, migracao
e apoptose (Abate-Shen, 2002). Cada 6rgao 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, 0 padrdo de
expressdo especifico parece ser importante para funcéo e especificidade do 6rgdo, em
relacdo a forma, estrutura e posicionamento correto dentro do eixo antero-posterior

(Maroulakou & Spyropoulos, 2003).



O potencial oncogénico dos genes HOX tem sido claramente implicado em
leucemias e seu papel no desenvolvimento de outras neoplasias esta sendo atualmente
muito estudado (Abate-Shen, 2002). Varios estudos registraram diferencas na
expressdo dos genes HOX entre tecido normal e neoplasico, porém sua relacao
funcional com o fenétipo maligno ainda permanece obscura em muitos casos. A
expressdo 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 has células tumorais derivadas de tecidos nos quais 0S genes sao
normalmente expressos durante a embriogénese. Esta classe inclui a maioria dos
membros da familia HOX que s&o expressos durante o desenvolvimento no cérebro,
glandula mamaéria e rins e em células tumorais derivadas destes 6rgdos (Abate-Shen,
2002). A segunda classe € caracterizada por genes homeobox que sd0 expressos has
células tumorais, mas ndo sdo 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 sdo freqientemente
expressos em tecidos adultos e tém uma expressao reduzida ou silenciada em
canceres (Abate-Shen, 2002).

Na analise dos niveis de expressdo 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 associagdo destes membros com a progressao
tumoral. 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
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HOX em amostras de mucosa oral normal. As amostras de CEC oral demonstraram
niveis elevados de expressdo dos genes HOXA1l, HOXA2, HOXA3, HOXA5, HOXA9,
HOXB3, HOXB7, HOXB9, HOXC4, HOXC6, HOXC8, HOXC9, HOXC11l, HOXC13,
HOXD9, HOXD10 e HOXD11 quando comparado com as amostras de mucosa normal,
sugerindo que a superexpressao ou a re-expressado de alguns genes HOX pode estar
associada com o aparecimento do tumor. Os tecidos displasicos demonstraram niveis
reduzidos de expressdo dos genes HOXA1, HOXB7, HOXB9 e HOXC8 em relacédo as
amostras de CEC oral, podendo a superexpressado de esses genes estarem associado
a transformacédo de condi¢cdes malignizaveis da cavidade oral. Este estudo também
analisou a expresséo dos genes HOX em amostras de CEC oral com e sem metastases
para linfonodos. A expressao dos genes HOXC4-HOXCS8 foi maior nas amostras de
CEC oral com metastases, sugerindo que a expressdao destes genes pode
desempenhar papel fundamental na progressao e metastase do CEC oral.

HOXB7 desempenha um papel importante na progressao maligna do cancer de
mama através da liberacdo de bFGF (Waltregny et al., 2002). A associacédo entre
HOXB7 e bFGF foi confirmada em ensaios de transativacao direta, no qual HOXB7 foi
capaz de se ligar a regido promotora de bFGF e desencadear a sua transcricdo génica
(Waltregny et al., 2002). Em melanomas a expressao desregulada de HOXB7 contribui
para a transformacado 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 fenotipo e conferindo
resisténcia ao tratamento destas células com radiagéo ionizante (Zhu et al., 2005).
Desta maneira, 0 aumento na resisténcia a radiacdo ionizante pode favorecer o
acumulo de mutagcbes potencialmente deletérias para a célula, predispondo-a a
transformacao 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 ndo age somente como um

ativador transcricional, mas também atua como um oncogene, interagindo com
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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 manutencdo da estabilidade
gendmica (Rubin et al., 2007).

A expressao forcada do gene HOXB7 foi capaz de modular o programa de
diferenciacéo e proliferacdo de células hematopoiéticas, promovendo uma sobrevida e
proliferacéo prolongada de células orientadas para a diferenciacdo granulo-monocitica
(Nakamura et al., 1996). Estes achados sugerem um importante papel da
superexpressdo de HOXB7 no processo de imortalizagdo celular pré-leucemia
(Dimartino et al., 1999; Nakamura et al., 1996). Na linhagem celular SkBr3 derivada de
cancer de mama, a superexpressdao do gene HOXB7 foi capaz de promover o
crescimento celular em meio de cultura contendo 1% de soro em decorréncia da
inducdo da producdo de bFGF pelo gene HOXB7, e ainda foi capaz de promover o
crescimento das células SKBr3-HOXB7 em meio semi-solido (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
proliferacédo celular via liberacdo de bFGF (Dimartino et al., 1999). Além da inducéo da
liberacdo de bFGF, a linhagem celular SkBr3 superexpressando o gene HOXB7
aumentou a liberacdo de fatores pré-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 neoformacédo capilar quando cultivadas in
vitro com células endoteliais e ainda, promoveram a formacédo de tumores in vivo
caracterizados pela presenca de lacunas vasculares, pequenos vasos com e sem
organizacdo, assim como induzir a formag¢ao 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 ceélulas malignas (Waltregny et al., 2002;
Makiyama et al.,, 2005; Hassan et al.,, 2006). Recentemente foi descoberto que a

superexpressao do gene HOXB7 parece estar envolvida no desenvolvimento do
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mieloma multiplo. Storti et al. (2010) demonstraram a superexpressdo de HOXB7 em
40% de pacientes com mieloma mdltiplo analisados. A expressédo forcada de HOXB7
em linhagens de mieloma multiplo alterou significativamente seu perfil transcricional e
angiogénico, aumentando a expressao de VEGFA, FGF2, MMP2, WNT5a e PDGFA e a
formagdo de vasos sanguineos. De maneira contraria, o bloqueio da traducdo de
HOXB7 com o uso de RNA de interferéncia diminuiram a expressdo de fatores
angiogénicos. (Storti et al.,, 2010). HOXB7 foi o Unico gene do locus B expresso
constitutivamente em 25 diferentes linhagens celulares e em 5 amostras cirargicas de
melanoma humano (Care et al., 1996). Em culturas de melandcitos normais e em nevos
melanociticos, o gene HOXB7 é expresso somente em células em proliferacdo (Maeda
et al., 2005). Braig et al. (2010) demonstraram que a menor expressao do micro RNA
miR-196a em células de melanoma esta relacionada a maior expressdo de HOXB7 e
que por sua vez aumenta a expressao de bFGF e por final BMP4, aumentando o
potencial migratdrio destas células.

Para tentar compreender o papel de HOXB7 em canceres orais, n0s construimos
linhagens celulares de queratindcitos normais superexpressando o gene HOXB7 e
inibimos os niveis endégenos de HOXB7 em uma linhagem de céncer oral (SCC9) por
meio da técnica de RNA de interferéncia. Em adicao, realizamos uma série de reacdes
de imuno-histoquimica para determinar o valor prognéstico de HOXB7 para pacientes
com cancer oral. Este estudo revelou que HOXB7 promove a proliferacao de células de
CEC oral e gue pacientes apresentando tumores com expressao elevada de HOXB7
tenderam a apresentar um pior prognaostico, incluindo menor sobrevida global e livre de
doenca (Destro et al., 2010). Embora os resultados desta andlise imuno-histoquimica
tenha sido bem animadores, o nimero de amostras de CEC oral incluidas neste estudo

foi pequeno, limitando o poder de conclusdo de nossos resultados.



2. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi determinar o valor progndéstico do gene HOXB7 para
pacientes afetados por cancer oral por meio de analise imuno-histoquimica em 115

amostras de CEC oral.



3. MATERIAIS E METODOS

Aprovacéo do Comité de Etica

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

Amostras

Cento e quinze amostras de CEC oral, distribuidas em 2 arranjos de tecido,
foram utilizadas neste estudo. Todos os pacientes foram diagnosticados e tratados no
Departamento de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital do Céancer, AC
Camargo, Sdo Paulo. InformacgBes clinicas, sociais, de tratamento, recorréncia e
sobrevida foram coletadas dos prontuarios médicos. As caracteristicas histopatologicas,
incluindo grau de diferenciacdo tumoral, infiltracdo vascular e infiltracdo neural, foram
determinadas em cortes histoldgicos corados com hematoxilina & eosina. Todas as
recorréncias foram confirmadas histopatologicamente. Sobrevida livre de doenca foi
determinada como o periodo entre o tratamento inicial e a confirmagéo da recorréncia,
enquanto que sobrevida global foi o periodo entre o diagnéstico do paciente e morte ou

a Ultima visita de acompanhamento.

Imuno-Histoquimica

As reacdes de imuno-histoquimica foram realizadas com a técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase. Os cortes histolégicos foram diafanizados em xilol,
hidratados em concentracdes decrescentes de alcool, tratados com peréoxido de
hidrogénio a 3%, seguido por incubacdo com 10 mM acido citrico pH 6 em panela de
presséao elétrica. Depois de lavados com salina tamponada com fosfato (PBS), os cortes
foram tratados com 1% albumina sérica bovina (BSA) em PBS por 1 h e incubados com
anticorpo priméario, seguidos pelo método ABC (LSAB, Dako Corp. Carpinteria, CA,
USA). Os anticorpos primarios foram anti-HOXB7 a uma diluicdo de 1: 100 (Zymed) e

anti-Ki67 na diluicdo de 1:200 (Dako). As reacdes foram reveladas com solucéo de 0,06
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mg/ml de 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) acrescida de 1% de H,0, e 1% de DMSO. As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Carazzi. Controles negativos, soro total ndo-imunizado de coelho para

HOXB7 e omissédo de anticorpo para Ki67, foram sempre realizados.

Quantificacdo das Reac¢des de Imuno-histoquimica

Cortes histologicos foram fotografados no fotomicroscépio DMR (Leica
Microsystem, Nussloch, Germany), utilizando um aumento de 40x. Em seguida, a
porcentagem de células positivas em relacédo ao total (nimero de células positivas para
HOXB7 ou Ki67 em relacdo ao numero total de células positivas e negativas) foi

determinado com o auxilio do software ImageJ 1.43u (Wayne Rasband, NIH, USA).

Andlise Estatistica

Para determinar a correlacdo entre a positividade para HOXB7 e dados clinico-
patolégicos, nés utilizamos o teste qui-quadrado. Para fins estatisticos, as amostras
foram divididas em dois grupos baseado no valor da mediana da expressao de HOXB7.
Sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram estimadas através do método de
Kaplan-Meier e o teste Log-rank foi empregado para comparar as curvas de sobrevida.
O risco de ocorréncia (hazard ratio, HR) foi avaliado por analise uni e multivariada de
Cox. O nivel de significancia foi determinado como 5%. As analises estatisticas foram

realizadas com o auxilio dos programas NCSS e GraphPad Prism 5.



4. RESULTADOS

Para determinar o valor prognéstico de HOXB7, nés realizamos reacdes de
imuno-histoquimica em 115 amostras distribuidas em 2 arranjos de tecido. Células
positivas foram facilmente identificadas por uma marcagao nuclear (Fig. 1). A presenca
intensa de células positivas para HOXB7 correlacionou positivamente e
significantemente com habito de beber, estadio clinico N e invasao vascular (Tabela 1).
Maior parte dos pacientes que apresentaram baixa expressdo de HOXB7 (<31%) foi
classificada em estadio clinico NO (66,67%), por outro lado, 56,37% dos pacientes
classificados como N+ apresentaram niveis elevados de expressdo de HOXB7.
Similarmente, tumores com um namero reduzido de células positivas para HOXB7 néo
apresentaram infiltracdo vascular. A positividade para HOXB7 nédo foi associada com
idade, género, raca, habito de fumar, localizacdo do tumor, tamanho do tumor (estadio
T), diferenciacdo celular das células tumorais, margem cirurgica, infiltracdo neural e
recorréncia tumoral.

A taxa de proliferacdo dos tumores foi avaliada pela reacdo imunohistoquimica
para Ki67. Nucleos com coloracdo amarronzada, independente da intensidade, foram
interpretados como positivo para Ki67. A mediana da expresséo imunohistoquimica de
Ki67 foi empregada para dividir os tumores em 2 grupos, um a cima e outro abaixo da
mediana (exibindo alta e baixa atividade proliferativa), que foram associados com a
positividade para HOXB7. A positividade para HOXB7 foi significantemente maior em
tumores exibindo uma elevada propor¢ao de células positivas para Ki67 (Tabela 1).

A positividade para HOXB7 significantemente correlacionou com o periodo de
sobrevida global (tempo transcorrido entre o diagnéstico da doenga e a morte do
paciente), onde pacientes que demonstraram um tumor com grande quantidade de
células positivas apresentaram um periodo de sobrevida global significantemente
menor que 0s pacientes com baixa positividade (Fig. 2). Nao houve associacdo
significante entre a sobrevida livre de doenca e a positividade para HOXB7 (Fig. 3).
Para determinar se HOXB7 apresenta um valor preditivo independente de outros
fatores para a sobrevida global dos pacientes com cancer bucal, nés realizamos analise

multivariada incluindo os fatores correlacionados com HOXB7. Esta analise demonstrou
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que a expressdo de HOXB7 é um indicador independente da sobrevida global em 5
anos de pacientes com CEC oral (Tabela 2). As taxas de sobrevida global em 5 anos
foram 88,1% e 55,8% para pacientes com baixa e alta expressdo de HOXB7,
respectivamente. Como antecipado, nenhuma correlacdo com sobrevida livre de
doenca foi observada em relagcdo expressdo de HOXB7, mas uma significante
correlacao foi observada com estadio N (Tabela 3).
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Figura 1. Marcacao imuno-histoquimica de HOXB7 CECs orais. Em A é apresentado

uma amostra representativa do estudo classificada como forte marcagéo para HOXB?7,

enguanto que em B temos uma amostras representativa do grupo fraca marcagao.
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Tabela 1. Correlagéo clinico-patologica da expressao imuno-histoquimica de HOXB7

em CECs orais (n=115).

Parametro % de células positivas
<31 231 Valor de p
n (%) n (%)

Idade 0,30
< 56 anos 33 (55) 25 (45,45)
= 56 anos 27 (45) 30 (54,55)

Género 0,80
Homem 48 (80) 45 (81,82)

Mulher 12 (20) 10 (18,18)

Raca 0,18
Caucasiana 55 (91,67) 46 (83,63)
N&o-Caucasiana 5 (8,33) 9 (16,37)

Habito de fumar 0,15
Nao 8 (13,34) 3 (5,45)

Sim 52 (86,66) 52 (94,55)

Habito de beber 0,047
Nao 18 (30) 8 (14,55)

Sim 42 (70) 47 (85,45)

Localizagéo 0,94
Lingua 44 (73,33) 40 (72,72)

Outra 16 (26,67) 15 (27,28)

Estadio T 0,10
T1+T2 25 (41,66) 15 (27,27)

T3+ T4 35 (58,34) 40 (72,73)

Estadio N 0,013
NO 40 (66,67) 24 (43,63)

N+ 20 (33,33) 31 (56,37)

Diferenciagéo histopatolégica 0,93
BD + MD 31(51,67) 28 (50,91)
Indiferenciado 29 (48,33) 27 (49,09)

Infiltrag&@o vascular 0,021
Nao 44 (73,33) 29 (562,72)

Sim 16 (26,67) 26 (47,28)

Infiltrag&o neural 0,40
Nao 37 (61,67) 38 (69,1)

Sim 23 (38,33) 17 (30,9)

Recorréncia 0,56
Nao 37 (61,67) 31 (56,37)

Sim 23 (38,33) 24 (43,63)

Células positivas para Ki67 0,012
< 23% 39 (65) 23 (41,82)
> 23% 21 (35) 32 (58,18)

BD: Bem Diferenciado; MD: Moderadamente Diferenciado.
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Figura 2. Curva de sobrevida global dos pacientes com CEC oral deste estudo divididos
em relacdo a expressdo de HOXB7. O periodo de sobrevida apés 5 anos dos pacientes
com tumores apresentado fraca expressao de HOXAL1 foi significantemente maior que a

de pacientes com elevada expressao (p=0,001).
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Figura 3. Curva de sobrevida livre de doenca. Nenhuma correlacdo entre a expressao

de HOXB?7 e o periodo de sobrevida livre de doenca foi observada (p=0,07).
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Tabela 2. Andlise uni e multivariada de COX para probabilidade de sobrevida de 5 anos em pacientes com CEC oral

(n=115).
Parametro Sobrevida global HR (95% IC) / valor de p
em 5 anos (%) Univariada Multivariada

HOXB7

<31% 88,1 Referencia Referencia

= 31% 55,8 3,09 (2,82-6,39) / 0,001 2,74 (1,96-6,32) / 0,009
Estadio N

NO 80,1 Referencia Referencia

N+ 62,9 1,54 (1,14-2,54) / 0,034 1,28 (0,91-1,80) / 0,08
Infiltrac&o vascular

N&o 76,3 Referencia Referencia

Sim 65,7 1,79 (0,57-5,63) / 0,45 1,53 (0,51-4,62) / 0,32
Células positivas para Ki67

<23% 75,1 Referencia Referencia

= 23% 69,1 1,28 (0,91-1,80) / 0,28 1,07 (0,74-1,55) / 0,46
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Tabela 3. Analise uni e multivariada de COX para probabilidade de sobrevida livre de doenca de 5 anos em pacientes
com CEC oral (n=115).

Parametro Sobrevida livre de doenca HR (95% IC) / valor de p
em 5 anos (%) Univariada Multivariada

HOXB7

<31% 81,4 Referencia Referencia

= 31% 60,8 1,39 (0,60-2,79) / 0,07 1,65 (0,78-2,41) / 0,083
Estadio N

NO 76,2 Referencia Referencia

N+ 53,9 4,45 (2,15-9,78) / 0,008 3,56 (1,29-7,82) / 0,03
Infiltrac&o vascular

N&o 68,9 Referencia Referencia

Sim 62,1 1,39 (0,48-3,77) / 0,25 1,54 (0,94-2,81) / 0,33
Células positivas para Ki67

<23% 66,5 Referencia Referencia

=2 23% 62,5 1,20 (0,74-1,55) / 0,66 1,13 (0,64-1,99) / 0,86
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5. DISCUSSAO

O indice de sobrevida em 5 anos para pacientes com CEC oral permanece
baixo e inalterado nas ultimas décadas (entre 50 e 60%), mesmo havendo um
progresso muito grande no campo do tratamento oncolégico (Bagan & Scully, 2008;
Sklenicka et al., 2010; Jerjes et al., 2010). Uma das principais causas da alta
mortalidade é o diagndstico tardio da doenca, normalmente jA se encontra em
estadio avancado, facilitando a recorréncia local e o desenvolvimento de metastase
regional a distancia (Warnakulasuriya, 2009; Scully & Bagan, 2009). Além do
diagnostico precoce, o melhor conhecimento dos eventos biolégicos associados a
génese do CEC oral e a caracterizagcdo de biomarcadores podem contribuir para a

identificacdo e tratamento de pacientes afetados por este tipo de tumor.

Os processos de embriogénese e oncogénese possuem pontos em comum,
como a intensa proliferagcdo, diferenciagdo e morte celular, neovascularizagéo e
constante migragao e invasdo de tecidos adjacentes. Dentro deste contexto temos
0s genes HOX que séo responsaveis por codificar proteinas nucleares que agem
como fatores de transcricdo durante o desenvolvimento embrionario e sdo expressos
de forma desregulada em canceres (Maroulakou & Spyropoulos, 2003). A expressao
desregulada do gene HOXB7 ja foi associada a cancer de proéstata (Waltregny et al.
2002), cancer de ovario (Yamashita et al 2006), cancer de mama (Wu et al 2006),
melanomas (Waltregny et al., 2002) e mieloma multiplo (Storti el al 2011). Poucos
estudos avaliaram a expressdo de genes da familia HOX em cénceres de boca
(Hassan et al., 2006; Acquafreda et al., 2010; Yamatoji et al., 2010; Liborio et al.,
2011), e apenas um avaliou o papel do gene HOXB7 (Destro et al., 2010). Este
altimo estudo realizado em nosso laboratério demonstrou que a expressao de
HOXB7 é significativamente maior nas amostras de CEC oral quando comparado
com amostras de mucosa oral normal e a que a expresséo desregulada do produto
deste gene modula a capacidade proliferativa das células tumorais (Destro et al.,
2010). Este estudo ainda demonstrou, em um numero reduzido de amostras, uma
tendéncia de correlagdo entre a expressao imuno-histoquimica de HOXB7 e os
parametros clinico-patologicos dos tumores, servindo de estimulo para a realizacao

do estudo atual.
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Nossos achados correlacionaram a expressao imuno-histoquimica de HOXB7
com o consumo de é&lcool, estddio N, presenca de invasdo vascular e maior
positividade para Ki67. Embora moderada, uma associacao causal entre a ingestao
de bebidas alcodlicas e o cancer oral é bem aceita, e evidéncias apontam para uma
influéncia do alcool no metabolismo de reparo do DNA (Boffetta & Hashibe, 2006). A
associacdo de HOXB7 com consumidores de bebidas alcodlicas pode ser
importante, visto que metabdlitos do alcool podem alterar a expressdo de HOXB7,
que por sua vez alterar a funcdo das enzimas do sistema de reparo do DNA,
favorecendo a instabilidade genOGmica. A alta expressdo de HOXB7 foi
correlacionada a um comportamento mais agressivo como revelado por tumores
com elevada percentagem (>31%) de células positivas para HOXB7 tenderam a um
estagio clinico avancado da doenca (estadio N+). A analise da sobrevida mostrou
que pacientes com tumores com elevada expressdo de HOXB7 tiveram um periodo
de sobrevida em 5 anos significativamente menor comparado com 0s pacientes com
baixa expressdao de HOXB7. Quanto a sobrevida livre de doenca, a positividade de
HOXB7 nao influenciou significativamente, porém pacientes com maior nimero de
células positivas para HOXB7 tenderam a ter uma sobrevida pior. Além disso,
demonstramos que o prognostico desfavoravel associado com HOXB7 foi
independente de outros fatores, levando a concluir que HOXB7 é um fator
independente de sobrevida global em 5 anos. Recentemente foi demonstrado que
HOXB7, além de importante fator progndéstico para o cancer coloretal, é um
mediador da progressao desta neoplasia (Liao et al 2011). Como HOXB7 esta
associado a outros tipos de neoplasias, nossos resultados podem servir de

inspiracdo para futuras pesquisas em outros tipos de canceres.

Em conclusdo nossos resultados sugerem que altas expressdoes de HOXB7
em amostras de CEC estdo correlacionadas com caracteristicas clinico-patologicas
importante, como estadio N mais avancado e um pior prognostico. Porém serao
necessarios ainda mais estudos para estabelecer o real valor de HOXB7 como

biomarcador para CECs orais.
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6. CONCLUSOES

A positividade de HOXB7 foi correlacionada com o consumo de &lcool,
estadio N, presenca de invasado vascular e expressao de Ki67 pelas células
tumorais. HOXB7 correlacionou significantemente com sobrevida global em 5
anos e uma tendéncia em correlacionar com sobrevida livre de doenca foi

observada.

Mais importante, a expressao imuno-histoquimica de HOXB7 foi um marcador

independente de sobrevida global de pacientes com CEC oral.

Uma vez que HOXB7 é expresso por neoplasias de diferentes 6rgéos, nossos
resultados encorajam outros a estudar o papel de HOXB7 em tumores de
diferentes origens.
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