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RESUMO

Duarte CME. AlteracGes genéticas, epigenéticas e funcionais dos genes homeobox em
carcinoma epidermoéide de boca [tese]. S&o Paulo: Universidade de Séao Paulo,
Faculdade de Odontologia, 2015. Versao Corrigida.

Os genes homeobox atuam como reguladores da morfogénese e diferenciagéo celular
embrionaria, portanto, € evidente a possibilidade de sua expressdao anormal estar
presente na progressdo de tumores. Estudos preliminares em nosso laboratorio
verificaram a participagdo de alguns genes homeobox em carcinoma epidermoide de
boca (CEB). Este trabalho teve como objetivo avaliar a amplificacdo, expressao e o
perfil de metilagdo dos genes HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13, HOXC12
em linhagem celular derivadas de CEB e tecidos frescos tumoral e ndo-tumoral. Além
disso, verificar o efeito da desmetilagdo na expresséo génica de linhagens celulares
gue apresentaram genes 100% metilados e a participacdo das enzimas responsaveis
pela metilacdo do DNA, bem como a expressdo das DNAmetiltransferases (DNMT)
nos tumores. A andlise de amplificagdo do DNA e expressdo de mRNA foi realizada
por gRT-PCR. O perfil de metilagéo foi avaliada pelo sistema PCR Array e a analise
proteica das DNMT1, DNMT3a, DNMT3b e HOXAO foi verificada por meio de reagbes
imunohistoquimicas. As linhagens celulares SCC4 e SCC9 foram utilizadas para
analise de desmetilagdo com 5-aza-2’-deoxicitidina e a linhagem SCC4 para avaliar
os efeitos do aumento de expressdao do HOXA9, na proliferacdo celular por
imunocitoquimica para Ki67, migracao celular por transwell e apoptose pela avaliagao
de células positivas no ensaio de TUNEL. Na comparacdo entre 0S grupos, 0 gene
HOXAS apresentou-se amplificado na margem em relacdo ao tumor; o HOXA9
apresentou nivel de metilacdo aumentada no tumor; o HOXB5 com amplificacdo maior
na margem, com nivel de expressdo do mRNA aumentada nos tumores, e nivel de
metilacdo do tumor maior em relacdo a margem, sendo correlacionada com menor
sobrevida; HOXB13 se apresentou amplificado no tumor em relagcdo a margem, e com
nivel de metilagdo maior nos tumores e, HOXC12 com niveis de metilagdo maior nos
tumores em relacdo a margem. E interessante, que 0s mesmos genes que tiveram
niveis de metilagdo aumentados nos tumores em relagdo a margem, também estavam
100% metilados nas linhagens celulares SCC4 e SCC9 e tiveram sua expressao
restaurada apos o tratamento com 5-aza-2"-deoxicitina. Na avaliacdo do nivel de



expressdo das DNMTs nos tumores, a DNMT3b apresentou-se com niveis
aumentados em relacdo a DNMT1 e DNMT3a, e quando avaliado em nivel proteico,
a DNMT3a pode ser correlacionada com melhor sobrevida. O aumento da expresséao
do gene HOXA9 mostrou diminuicdo da migracdo celular, porém n&o alterou a
proliferagao e apoptose celular. A expressao proteica ndo apresentou correlagdo com
parametros clinicos. Em concluséo, os resultados mostram que os genes homeobox
estudados estdo pouco metilados nas linhagens celulares e em tecidos de CEB. A
amplificacdo desses genes ndo € um evento frequente. O gene HOXA9 é pouco
expresso no tumor, e o aumento da sua expressao em linhagens celulares diminui a

migracéao celular.

Palavra-chaves: Carcinoma epiderméide bucal. Genes homeobox Amplificacdo de
genes. Expressado génica. Epigenética. DNA (Citosina-5-) Metiltransferase.



ABSTRACT

Duarte CME. Genetic, epigenetic and functional alterations of homeobox genes in oral
squamous cell carcinoma [thesis]. Sdo Paulo, Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia, 2015. Verséo Corrigida.

Homeobox genes are important as morphogenetic and embrionary cellular
differentiation regulators, therefore there is basis for their abnormal expression in
tumor progression. Preliminary studies in our laboratory have shown that homeobox
genes are dysregulated in oral squamous cell carcinoma (OSCC). This study evaluates
the genomic amplification, mRNA expression and methylation status of HOXAS,
HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13, HOXC12 in squamous cell carcinoma derived cell
lines, and fresh tumor tissue. Also, analyzes the demethylation effect in gene
expression of cell lines with genes showing 100% methylation, and the participation of
enzymes responsible for DNA methylation, DNAmetiltransferases (DNMT), in gene
and protein expression in tumors. DNA amplification and mRNA expression was
analyzed by gRT-PCR. The methylation profile was evaluated by PCR Array System
and DNMT1, DNMT3a, DNMT3b and HOXA9 protein expression was verified by
immunohistochemistry. SCC4 and SCC9 cell lines were submitted to 5-aza-2'-
deoxycytidine for demethylation analysis. SCC4 cell lineage was analyzed by
immunocytochemistry for Ki67, cell migration by transwell and apoptosis by TUNEL
test after increased expression of HOXA9. HOXAS gene was amplified in the adjacent
margin when compared with the tumor; HOXA9 showed increased level of methylation
in tumor; HOXB5 showed amplification in the margin, increased mRNA expression in
tumors, increased methylation level and was correlated with decreased survival;
HOXB13 was amplified in tumor samples when compared to the margins and also
higher methylation level in tumors; and HOXC12 also showed increased methylation
levels in tumors when compared to margin. Interestingly, the same genes with
increased methylation levels in tumors, were also 100% methylated in cell lines SCC4
and SCC9. The expression of these gens was restored after treatment with 5-aza-2'-

deoxycytidine. DNMT3b presented higher levels of protein expression relative to



DNMT1 and DNMT3a. DNMT3a protein expression was correlated with improved
survival. SCC4 cells overexpressing HOXA9 gene showed decreased cell migration,
with no effect on cell proliferation and apoptosis. HOXA9 protein expression was not
correlated with clinical parameters. In conclusion, the results shows that homeobox
genes are methylated in some OSCC cell lines and tissues. Amplification of these
genes is not a frequent event. HOXA9 gene has low expression in OSCC, and when

overexpressed in cell lines decreases cell migration.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma Epigenetics. Homeobox genes.
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1 INTRODUCAO

Varios estudos tém revelado numerosas alteracdes moleculares tumor-
especificas nos carcinomas epidermdides de cabeca e pescoco, incluindo o de
boca, como a ativacdo de oncogenes?, a inativacdo de genes supressores de
tumor?, a perda da heterozigose em varios sitios cromossomicos? e amplificacéo
génica, que resulta no aumento do numero de coOpias de um gene e
frequentemente resulta no aumento de expressdo de oncogenes e leva a
instabilidade cromossomica®.

Durante o projeto transcriptoma realizado no Brasil em 2001, buscou-se
identificar transcritos de uma série de genes expressos no cancer de cabeca e
pescoco®. Entre eles estavam presentes transcritos de uma familia de genes, os
homeobox, que funcionam como fatores de transcri¢cdo, ligando-se ao DNA de
modo seqliéncia-especifica®’.

Estudos preliminares do Laboratoério de Patologia Molecular da Faculdade
de Odontologia da USP, na busca de transcritos dos genes homeobox que
pudessem revelar marcadores de prognéstico e agressividade em CEB,
realizaram analise por microarray e observaram aumento da expressdo dos
genes HOXD10, HOXD11 e IRX4, bem como a diminuicdo da expressdo do
PROX1 e ZHX1, sendo a maior expressdo do HOXD10 associado com CEB de
menor agressividade e o PROX1 como supressor tumoral na carcinogénese oral
8. Outros estudos realizados, associaram a baixa expressdo do HOXA5 com pior
progndstico °, e expressdo aumentada do HOXB5 na maioria dos CEB 1°.

Embora inicialmente fosse considerado que apenas a regulacao positiva
dos genes homeobox promovesse carcinogénese, tem se tornado evidente que
a perda da expressdo desses genes também esta associada com este
processo!, sendo que o controle epigenético € um mecanismo comum gque
integra o controle da expressao de genes homeobox. Portanto, realizou-se um
estudo piloto em linhagem celular derivada de CEB, afim de verificar o perfil de
metilacdo dos genes HOX, utilizando o método Human Homeobox Genes
EpiTect Methyl qPCR Arrays. O padrdao de aumento de metilagdo e baixa
metilagdo foi similiar nos clusters HOXA e HOXB, sendo que o HOXB,
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especialmente HOXB4, foram correlacionadas com a diminuicdo da expressao
de transcritos e tiveram a expressdo restaurada apos tratamento com 5-aza-
deoxicitidina®?.

Atualmente, a importancia da hipermetilacdo de genes no cancer esta
bem estabelecida, refletindo no surgimento de plataformas de buscas como o
PubMeth (http://www.pubmeth.org) e alguns genes HOX foram identificados

nessa plataforma como metilados em diferentes neoplasias, sendo estes
HOXA9, HOXB5 e HOXB13, sendo apenas a metilagdo do HOXA9 associado ao
CEB?3. Estudos utilizando técnica de mapeamento baseado em arranjo de DNA
e amplificacdo por microarrray de ilhas CpG metiladas identificaram uma série
de novos biomarcadores de metilagéo, dentre eles os genes HOXD10 e HOXC12
em linfoma folicular'4. Contudo, os mecanismos envolvidos no processo de
hipermetilagdo da regidao promotora de genes homeobox ainda precisam ser
compreendidos, tornando importante estudos direcionados para participagéo das
DNMTSs, que sdo enzimas responsaveis pela metilacdo, e que podem estar
relacionada com metilagcdes aberrantes tipicamente encontradas em cancer®,
Existem trés tipos de DNMTs descritas na literatura: DNMT1, que mantém o
padrdo de metilacdo; DNMT3a e DNMT3b que sdo responsaveis por novas
metilacdes.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil genético e
epigenético dos genes homeobox, HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13
e HOXC12, e interacdo com as enzimas DNMTs, que sdo responsaveis pela
metilacdo, correlacionando os dados obtidos com as caracteristicas clinico
patolégicas bem como a sobrevida do paciente. Adicionalmente serdo avaliados
os efeitos do aumento de expressdo do gene HOXA9 em linhagem celular
derivada de CEB em alguns mecanismos associados com a transformacéo
maligna, incluindo proliferacdo, apoptose e migracao celular e, avaliagcdo da

expressao proteica em tecidos de CEB.


http://www.pubmeth.org/
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Genes homeobox

Os genes homeobox foram primeiramente descritos na Drosophila
melanogaster como genes homedticos responsaveis pela segmentacdo antero-
posterior nas fases iniciais da embriogénese, contribuindo fortemente para a
correta localizacédo das estruturas corporais'®. O termo homeose é usado para
descrever a transformacdo de uma estrutura do corpo em uma estrutura
homéloga de outro segmento corporal. Na mutacdo do gene Antenappedia na
Drosophila, por exemplo, ha formacédo de patas no lugar das antenas?’.

Em humanos, os genes homeobox sao divididos em dois grupos: a familia
agrupada HOX ou classe | dos genes homeobox, e os genes ndo agregados ou
classe Il dos genes homeobox. As proteinas da familia HOX, séo codificados por
39 genes organizados em 4 clusters (HOXA, HOXB, HOXC, HOXD), e estédo
localizados nos cromossomos 7,17,12 e 2, respectivamente!®. Os genes HOX
possuem uma grande homologia com os genes homeoéticos HOM-C da
Drosophila melanogaster, que esta localizado em dois genes, a Antennapedia
(Ant-C) e complexo bithorax (BX-C)!°. Sabe-se que 0S genes expressos
posteriormente (localizados na extremidade 3") geralmente impde sua funcgéo
mais que 0s genes expressos anteriormente (localizados na extremidade 5)
através de um mecanismo de supressdo que ndo envolve a repressdo da
transcricdo!®. Os genes ndo-agrupado sdo genes homeobox mais numerosos
(cerca de 160 no genoma humano) e estéo dispersos por todo o genoma e nao
estdo envolvidos em transformacdes homedticas®20 .

A familia dos genes homeobox agem com reguladores da morfogénese e
diferenciacdo celular durante a embriogénese®?! e adicionalmente, participam
da manutencédo no adulto da identidade celular??>. Os genes homeobox possuem
uma sequéncia comum altamente conservada de 180bp que codifica 60
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aminoacidos conhecido como homeodominio. As proteinas do homeodominio
agem como fatores de transcricdo que se ligam ao DNA primariamente por meio
de ndcleos de repeticdo (motifs) caracterizados pela sequéncia TAAT, regulando
a expressdo de genes alvos envolvidos no processo de adesdo celular,
proliferacao e diferenciagao.

Recentemente, a expressao alterada dos genes homeobox tem sido
associada a diferentes tumores solidos incluindo mama, bexiga, pulméao,
prostata e de boca®?324, A expressdo aberrante dos genes homeobox em cancer
incluem em trés categorias: primeira, estes genes podem ser reexpressos em
células tumorais e em condicdo normal sdo expressos somente durante o
desenvolvimento; Segundo, 0os genes homeobox podem ser expressos somente
em células tumorais, mas nao estdo normalmente expressos durante o
desenvolvimento; e terceiro, 0s genes homeobox podem ter baixa expresséo
em células malignas derivadas de tecidos em que estes genes estdo
normalmente expressos durante a diferenciacdo celular em adulto®. Mais
importante, os genes homeobox mostram um comportamento tecido-especifico
e podem promover a tumorigénese como consequéncia do ganho ou perda da
fungcé@o que podem levar a efeitos inapropriados de crescimento e diferencia¢ao

celular.

2.1Alteracbes genéticas dos genes homeobox em cancer

As caracteristicas biolégicas do cancer sdo determinadas por alteracées
genéticas nas células tumorais, o que pode representar informacdes para auxiliar
a terapéutica e predicdo do prognéstico do paciente®. O primeiro estudo
correlacionando a alteracdo do gene homeobox com céancer, foi realizado em
1987, a fim de mostrar o conhecimento sobre a fungdo do gene HOX 1.1 ou
HOXA7 através da expressao do seu produto, a proteina HOX 1.1. A inducédo
dessa proteina foi associada ndo s6 com a diferenciagdo de células de

carcinoma embrionario, mas também com as fases do crescimento celular?.
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Desde entdo, varios estudos realizados em linhagens celulares
hematopoiéticas?®-28, renal®®, neuroblastoma®’, figado3!, mama®?, melanoma3,
prostata®* mostraram o padrédo alterado de expressdo dos genes homeobox. A
partir de 1993, iniciaram-se os estudos em tecido, como o realizado por De Vita
et al. 3, gque mostraram alteracdo de expressdo do genes HOX em cancer
colorretal e com metastase hepatica, sugerindo associagdo com a progressao
do cancer de colon. Rieger et al.*¢ estudaram a expressdo do gene HOXC4 em
queratindcitos normais de pele e tumores epiteliais de pele em adultos. Os
resultados sugeriram que HOXC4 é expresso principalmente nos queratinocitos
diferenciados e que a falta de diferenciacdo, como em células neoplésicas, é
acompanhada por regulacdo negativa da expressao desse gene.

A partir da ultima década, mais precisamente em 2004 comecou-se a
correlacionar alteracdo de expressao dos genes homeobox com o carcinoma
epiderméide de boca. Estudo descrito por Zhu et al.®’, avaliaram a expresséo de
transcritos do gene Quox-1 em epitélio bucal normal, displasico e em carcinoma
epidermdide bucal. O gene foi considerado um fator preditivo para proliferacéo
maligna, uma vez que os resultados obtidos neste estudo revelaram que o tecido
epitelial normal ndo expressa o gene Quox-1, sendo que sua expressao aumenta
de acordo com a progresséao da displasia.

Estudo realizado por Hassan et al. 3 avaliaram a expresséo dos genes
HOX em displasias e em carcinoma epiderméide bucal. Os genes HOXAZ2,
HOXB2, HOXD3, HOXD4, HOXD8 e HOXD9 apresentaram maiores niveis de
expressdo quando comparado com os demais genes HOX em amostras de
mucosa oral normal. Os tecidos displasicos demonstraram niveis reduzidos de
expressdo dos genes HOXA1l, HOXB7, HOXB9 e HOXC8 em relacdo as
amostras de carcinoma oral, podendo o aumento de expressao destes genes
estar associada a transformacéo de condi¢cBes cancerizaveis da cavidade oral.
A expressdo anormal de genes HOX, dentre eles HOXA5, HOXA9, HOXC13,
HOXD10 e HOXD11, foi observada em displasia epitelial e carcinoma
epidermoide de boca, existindo maior expressdo na neoplasia em comparacao
ao tecido nao-tumoral. Com isso, os autores sugerem um perfil de expressao
especifico para cada gene HOX, e que estes estao envolvidos na carcinogénese

de boca.
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Mais recentemente, em 2011, um estudo publicado pela equipe do nosso
laboratorio, investigou a expressao do HOXB5 em carcinoma epidermoide de
boca e tecido ndo tumoral adjacente, a fim de verificar seu papel associado ao
tumor, assim como com as caracteristicas clinicas e histopatolégicas. Os
resultados mostraram aumento da expressdo do gene HOXB5 em 93,3% dos
carcinomas epidermoides de boca, concluindo que este gene desempenha um
papel importante no desenvolvimento dessa neoplasia e deve ser investigado™©.

No ano seguinte, em 2012, Rodini et al.° analisaram a expresséo de
transcritos de genes homeobox por microarray em amostras de carcinoma
epiderméide bucal e em tecido adjacente nao-tumoral, bem como em linhagens
celulares derivadas de carcinoma epidermdide de boca. A analise de dados do
microarray revelou a expressédo de 147 genes homeobox, sendo 6 deles, com
aumento de expressao e outros, 34 genes com baixa expresséo. ApGs 0 ensaio
por gPCR, os genes HOXA5, HOXD10 e HOXD11 apresentaram niveis de
expressao elevados, estatisticamente significante, em relagdo ao tecido nao-
tumoral adjacente. Os pacientes que apresentaram baixa expressdo do gene
HOXAS foi correlacionada com pobre prognéstico qguando comparados com
agueles que tiveram alta expressao desse gene.

A amplificacdo génica também tem se mostrado um evento frequente em
varios tipos de tumor, conduzindo muitas vezes para o aumento da expressao e
contribuindo para iniciagdo e progressdo do cancer. Estudos moleculares
mostraram amplificacdo da regido 11q13 em cancer de cabeca e pescoco®,
porém apenas um estudo foi realizado especificamente em cancer de boca,
envolvendo entre outros mecanismos, a amplificacdo génica. Em 2014, a fim
de verificar os mecanismos envolvidos na tumorigénese em boca regulados pelo
PROX1, os niveis de expressdo proteica e mRNA, perfil de metilacdo e
amplificagéo desse gene foram estudadas em amostras de tecido de CEB e
tecido adjacente por Rodrigues et al.®, e os resultados foram promissores,
apontando o gene PROX1 como supressor tumoral na carcinogénese oral.

A perda de funcdo desses genes causada por mutacdo, delecdo, ou
perda de heterozigose, apesar de serem fendmenos genéticos conhecidos no
cancer, parecem nao ser 0s Unicos mecanismos para o silenciamento dos genes
homeobox*°. Por outro lado, as alteracGes epigenéticas por metilacdo do DNA

tem se mostrado uma via alternativa que contribui nesse processo*'.
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2.2Metilacdo do DNA nas células normais e dos genes homebox no cancer

Desde 1940, quando Conrad Waddington descreveu pela primeira vez a
epigenética, descobertas sobre sua implicacdo em células normais e na biologia
de doencas nao pararam, somando um enorme conhecimento na ultima década.
Portanto, para entender o papel da metilacdo no cancer, torna-se necessario
entender seu papel biolégico nas células normais. A metilacdo do DNA é
caracterizada pela modificagdo da molecula pela adicdo do grupo metil no
nucleotide citosina em regifes especificas do DNA por meio da enzima
DNAmetiltransferase (DNMT)*2. HA trés tipos de DNMT descritas na literatura:
DNMT1, que mantém o padrdo de metilacdo através da replicacdo do DNA,
DNMT3a e DNMT3b reponsaveis pela metilagao “de novo” em regides ricas em
CpGs previamente ndo metiladas. Em torno de 3 a 6% de todas as citosinas
estdo metiladas no DNA humano normal, sendo que os dinucleotideos CpG que
possuem potencial de metilacdo ndo estdo distribuidos aleatoriamente no
genoma humano, estdao concentrados nas regides ricas em ilhas CpGs, mas
especificamente na regido 5 (promotora, exon 1) de muitos genes, e usualmente
ndo estdo metiladas em células normais*®. O padrdo de metilacdo e
desmetilacdo dos genes resultam em um processo dindmico que determina a
estrutura da cromatina, ou seja, um gene no estado metilado esta associado com
a cromatina inativa e em estado desmetilado esta associado com a cromatina
ativa**,

Em mamiferos, a metilacdo do DNA é essencial no desenvolvimento
embrionério, expressao génica, silenciamento de transposons e defesa contra
sequéncias virais®. Também desempenha um papel importante durante o
desenvolvimento de alguns fenbmenos, como inativagdo do cromossomo X e
imprinting gendmico?6. Muitos genes “impritados” estdo envolvidos em processos
celulares como crescimento celular, sinalizagéo, ciclo celular e embriogénese #’.
A desmetilacdo do DNA, essa pode ocorrer por meio de dois mecanismos: ativo

ou passivo. A desmetilacdo do DNA ativa é caracterizada por um processo
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enzimatico que resulta na remocao do grupo metil da 5-metilcitosina (5-meC)
pela quebra da ligacdo carbono-carbono. Por outro lado, a desmetilagéo passiva
refere a perda do grupo metil da 5meC quando a DNMT1 € inibida ou ausente
durante a replicacdo?.

Em resumo, as alteracdes epigenéticas, incluindo a metilacdo do DNA séo
importantes nos processos de transcri¢ao, replicagao e reparo do DNA. Estes
mecanismos trabalham de forma sinérgica para estabilizar e manter o estado
condensado ou descondensado da cromatina, determinando o padrdo de
expressao génica.

Os defeitos epigenéticos envolvidos no cancer incluem hipometilacao
gendbmica global e hipermetilacdo locus-especifica de ilhas CpG. Essas
alteracdes, por sua vez, levam a instabilidade gendmica*®. Outros mecanismos
de hipermetilacado ja foram propostos, incluindo (1) hipermetilagdo por aumento
da expressdo da DMNT, (2) ganho de metilacdo secundario & maior expressao
de repressores transcricionais, (3) ganho de metilacdo secundario a perda de
ativadores transcricionais e, (4) transferéncia interalélica de metilacdo por
pareamento génico®. No primeiro modelo de hipermetilacéo, a hipétese que a
atividade de DNMT esteja aumentada no cancer permanece desconhecida®'2,

Os genes homeobox agem como fatores de transcricdo pela ligacdo
especifica de DNA e as ilhas CpGs na regido promotora desses genes estéo
frequentemente metilados®3. Em muitos tipos de cancer, a inibicdo dos genes
homeobox por hipermetilacédo da ilhas CpGs podem contribuir para inativagéo de
genes regulatérios ou de reparo do DNA, consequentemente contribuindo para

a carcinogénese como descrito na figura 2.1.

F Gene silenciado
metilado romotora

@O0 ® ®® Transcricio blogueada

Angiogénese Ciclo celular Invasao

Diferenciacao Adesdo e
morfoldgica migracao celular
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Figura 2.1 - Esquema demonstrando que o silenciamento da expressdo dos genes homeobox
pela metilacdo da regido promotora contribui para a carcinogénese por meio de
diversos eventos

O primeiro estudo correlacionando a metilagdo do gene homeobox e
cancer foi em 1996, publicado por Flagiello et al.>*, realizado por xenoenxerto de
linhagem celular derivada cancer de pulmao de pequenas células em rato. Desde
entdo, a metilacdo dos genes homeobox foram correlacionados com 11 tipos de
canceres solidos, sendo o cancer de mama o mais estudado, conferindo
resisténcia a antiestrogéno quando o gene homeobox C10 (HOXC10) apresenta-
se hipermetilado®®, boa resposta ao tamoxifeno em pacientes pés-menopausa
com hipermetilacdo do gene paired-like homeodomain 2 (PITX2)%, alta
expressdo de receptores de estrogénio e progesterona através da
hipermetilagdo dos genes homeobox A10 (HOXA10) e homeobox B13
(HOXB13)>’. Além disso, outro estudo sugere que a hipermetilacdo do HOXB13
também esté implicada na tumorigénese de eventos tardios do cancer mama e
pode ser considerado como um indicador de pior progndstico com presenca de
metastase linfonodal®®. Em cancer colorretal, varios estudos mostraram a baixa
regulacdo de expressdo do gene caudal type homeobox 1 (CDX1) por
hipermetilac&o®°-%2 e foi sugerido por Zhang et al.>® a hip6tese que a indugéo do
estresse oxidativo ROS silencia 0 gene por regulacdo epigenética, pode estar
associado com a progressao tumoral. Assim como o CDX1, o gene caudal type
homeobox 2 (CDX2) também tem sido considerado um gene importante no
desenvolvimento do cancer coloretal, pois sua expressdo esta ausente pela
hipermetilagdo no tumor, mas esta preservada em adenoma®s.

Em cancer de pulméo, Selamat et al.%* afirmam que o evento epigenético
ocorre na transicdo da hiperplasia, carcinoma in situ e cancer invasivo de
pulm&o. As ilhas CpGs do homeobox A1 (HOXA1) e homeobox A1l (HOXA1l)
estao significativamente hipermetilados no adenocarcinoma in situ, contribuindo
com a progressdo do cancer. Dietrich e colaboradores®® afirmaram que a
hipermetilacdo do gene short stature homeobox 2 (SHOX2) e PITX2 foram
preditivos para sobrevida livre de progressdo e pacientes com hipometilacdo

desses genes mostraram alto risco de progressao tumoral.
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No céncer de Ovario, a hipermetilacdo de alguns genes parecem
desempenhar um papel importante na carcinogénese, como a metilagdo dos
genes homeobox A9 (HOXA9) e engrailed homeobox 1 (EN1) que discriminam
entre tumor benigno e maligno com sensibilidade de 98.8% e especificidade de
91.7%°%6. Adicionalmente, outros genes como homeobox genes LIM homeobox
transcription factor 1, alpha (LMX1A) e HOXA10 também estéo silenciados pela
hipermetilacéo e correlacionados com a progresséo tumoral, o que podem ser
considerados fatores de prognéstico importante no cancer de ovario®’-,

No céncer gastrico, trés genes homeobox se destacam em estudos
epigenéticos, como homeobox D10 (HOXD10) que apresenta-se com baixa
expressao no cancer gastrico quando comparado ao tecido normal do estbmago.
Funcionalmente, a reexpressao do HOXD10 resulta na inibicdo da progressao
celular, inducdo da apoptose e diminuicdo da migracédo e invasdo celular®.
Outros genes, incluindo CDX2 e pancreatico e duodenal homeobox 1 (PDX1),
gue agem como supressores tumorais estdo silenciados transcricionalmente
pela hipermetilacédo, promovendo a progresséo tumoral no cancer gastrico’®"*.

No cancer de préstata, as ferramentas mais utilizadas para prever
resultados de céncer de prostata consistem em nomogramas clinicos e
patolégicos como PSA, estadiamento clinico e escore de Gleason’2. Porém, o
comportamento bioldégico do cancer de préstata grau intermediario pode exibir
um comportamento mais agressivo, portanto identificar novos biomarcadores
que permitem a deteccao e progndstico do cancer de prostata € fundamental. A
hipermetilacdo do gene even-skipped homeobox 1 (EVX1), que esta
epigeneticamente alterado, pode ser Gtil como marcador biolégico, diferenciando
tumores de alto grau do nivel intermediario, uma vez que o0s tumores que
apresentaram esse gene hipermetilado tiveram um pior progndstico’s.

Outros tumores menos estudados como o cancer de bexiga, conferiram
a hipermetilacdo do T-cell leukemia homeobox 3 (TLX3) resisténcia a terapia
antineoplasica, mas especificamente a cisplatina’. Nos casos de cancer de
glioma, os genes Homeobox A3 (HOXA3), homeobox A7 (HOXA7), HOXA9 e
HOXA10 estdao metilados em tumores de alto grau e, a hipermetilagéo dos genes
HOXA9 e HOXA10 foram considerados como fatores de progndstico em
pacientes com glioblastoma’™. No cancer de pancreas, apenas um gene

homeobox foi identificado com alteracdo epigenética, que é o caso do gene HOP
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homeobox (HOPX), que esta consistentemente hipermetilado, o que poderia
explicar o fenétipo agressivo do cancer de pancreas’®. E por fim, no cancer de
cabeca e pescoco, apenas o cancer esofagico e de boca possuem estudos
publicados com alteracdo de metilacdo do DNA. No cancer esofagico, a perda
de expressao do CDX2 pela hipermetilacéo leva a perda do Mucin-2 (MUC2) e
contribui na reducéo do efeito protetor da mucina nas células epiteliais. Dada a
associacdo de desenvolvimento de carcinoma epidermoéide esofagico
diretamente com a injaria da mucosa, esta inativacdo pode ser importante na
carcinogénese de tumores esofagicos. Os autores sugerem que a inativacao do
CDX2 por hipermetilacdo pode ser um determinante importante do fenétipo do
cancer esofagico’’. Quanto ao carcinoma epiderméide de boca, apenas um
estudo foi publicado, correlacionando a metilacdo do gene HOXA9 com aumento

da metastase cervical’®.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como obijetivo investigar o perfil genético e epigenético
dos genes homeobox HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13 e HOXC12
em CEB e amostras de tecido ndo tumoral adjacente, correlacionando com o
perfil genético e proteico das DNMTSs, e adicionalmente, avaliar por ensaios
funcionais o efeito do aumento da expressdo do gene HOXA9 em linhagem
celular.

Especificamente, pretende-se:

a) Amplificar os genes homeobox HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13 e
HOXC12 utilizando a técnica de PCR em tempo real para analise genbémica
diferencial do numero de coépias dos genes em amostras de carcinoma
epidermdide de boca e tecido ndo tumoral correspondente e, relacionar com

aspectos clinico patolégicos e de sobrevida;

b) Realizar analise de metilacdo do DNA através do sistema Methyl-Profiler™
DNA Methylation PCR Array System para os genes homeobox HOXA5, HOXA?,
HOXA9, HOXB5, HOXB13 e HOXC12, em linhagens celulares derivadas de
carcinoma epidermoide de boca (SCC4, SCC9, SCC15 e SCC25) e em amostras
de carcinoma epidermoide de boca e tecido ndo tumoral correspondente e,

verificar a importancia clinico patolégica e de sobrevida,

c) Verificar a expressao dos genes HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13, HOXC12
em amostra de carcinoma epidermoide de boca e tecido ndo tumoral pela técnica

de PCR em tempo real,

d) Verificar a expressédo dos genes DNMT1, DNMT3a e DNMT3b em amostras

de carcinoma epidermdide bucal pela técnica de PCR em tempo real;

e) Avaliar o efeito da desmetilacdo de genes homeobox que apresentarem o
perfil de metilacdo de 100% na linhagem celular correspondente, e avaliar a

expressao por meio da técnica de PCR em tempo real;

f) Induzir a expressdo do gene HOXA9 na linhagem derivada de carcinoma

epidermodide de boca (SCC4) e analisar a capacidade de proliferacdo por
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imunocitoquimica para Ki67, apoptose pela técnica de TUNEL e migragdo celular

por ensaio de transwell;

j) Avaliar a expressao proteica do gene HOXA9 em amostras de carcinoma
epiderméide de boca, por imunohistoquimica e correlacionar com os dados
clinico patologicos e de sobrevida.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras bioldgicas e linhagens celulares

4.1.1 Pacientes

Foram utilizadas 30 amostras de pacientes portadores de carcinoma
epidermdide de lingua e/ou assoalho bucal, tabagistas, com idade igual ou
superior a 40 anos e de ambos 0s sexos. As amostras foram resgatadas do
banco de amostras do Grupo Genoma de Cabeca e Pescoco (GENCAPO),
macrodissecadas e armazenadas em nitrogénio liquido. Todos os pacientes
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido referente a cada
Instituicdo de origem (Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho, Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e Hospital
Heliopolis), tendo sido previamente submetidos e aprovados pelo CONEP
(parecer n° 1763/2005) e aprovacdo do Comité de Etica pela Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (parecer nc 181/2010) que encontra-
se no (Anexo A).

ApGs a confirmacéao histolégica de CEB, de acordo com a classificagéo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para tumores, todos os tecidos contendo
pelo menos 70% de células tumorais foram incluidas no estudo e os tecidos
epiteliais morfologicamente livres de tumor representando as margens
adjacentes também foram utilizados nas comparacdes.

O GENCAPO foi responsavel por coletar as amostras, pela andlise inicial,
coleta dos dados clinicos, analise histologica e obtencdo do consentimento livre
e esclarecido de cada paciente. Os dados clinicos obtidos incluem idade, sexo e
historia de consumo de alcool e tabaco. Os dados da peca cirtrgica incluem
localizagdo e tamanho da lesdo, comprometimento linfonodal, estadiamento
patologico, diferenciacdo histolégica, infiltrado inflamatoério, e infiltracdes

perineural, vascular sanguinea, vascular linfatica e sobrevida.
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4.1.2 Cultivo celular

As linhagens celulares de carcinoma epidermoéide de SCC4 (CRL-1624),
SCC9 (CRL-1629), SCC15 (CRL-1623) and SCC25 (CRL-128) da American
Type Cell Culture Colection (ATCC, Manassas, VA, EUA) foram cultivadas em
frascos plasticos de 25 ou 75cm2 (NUNC, Dinamarca) em meio de cultura
DMEN/F12 (Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen), 400 ng/ml de hidrocortisona (succinato sédico de hidrocortisona —
Eurofarma, Brasil) e solucdo antimicotica e antibidtica 1% (Sigma). As células
foram cultivadas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade
até uma confluéncia de 60-70%. O crescimento celular foi monitorado
diariamente e o meio de cultura trocado a cada dois ou trés dias, de acordo com

0 metabolismo celular.

4.2 Amplificagdo gendmica

Os tecidos de carcinoma epidermoide oral e as margens adjacentes foram
processadas para extracdo do DNA gendmico utilizando QlAamp DNA Mini Kit
(Cat in 51306, QIAGEN®) seguindo as instrucfes do fabricante. Esta etapa foi
realizada pela Profa. Dra. Flavia Calé de Aquino Xavier.

O DNA genbmico extraido serviu de molde para amplificacdo por gPCR
(ABI PRISM 7500, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando
fluor6foro SYBR Green Master Mix® (Applied Biosystems). As sequéncias de
iniciadores foram desenhadas utilizando o programa Primer Express v2.0 para
os genes de interesse, HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13, HOXC12,
e para o gene de expressao constitutiva ZNF80, de forma que apresentaram uma
temperatura de associacao entre 60 e 62°C e geraram produtos de tamanho
idealmente entre 50 e 150pb (Tabela 4.1). Todas as reacfes foram realizadas
em um volume final de 10 pL em tubos 6ticos com 0s seguintes reagentes:

primers sense e antisense, Green Master Mix® (Applied Biosystems), cDNA e
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agua RNAse/DNAse free. O processo de ciclagem térmica consistiu em
desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, seguido por quarenta ciclos de
amplificacdo a 95°C por 10 segundos e 60°C por 1 minuto. Apos o término do
altimo ciclo, as amostras foram submetidas a analise da curva de dissociacéo,
conferindo-se a auséncia de qualquer curva bimodal ou sinal anormal de
amplificagéo.

A andlise quantitativa foi realizada de acordo com Terribas et al.”.
Resumindo, foi calculado o valor ACq (diferenga de CT entre amostra calibradora
e desconhecida). A quantidade relativa foi calculada através da equacéo RQ=E"
ACa g a quantidade relativa normalizadora (QRN) como QRN=RQuene avo/RQZNFE0,
Depois foi calculado o namero relativo de copias (NRC) como NRC=QRN/FE,
sendo FE o fator de escalonamento, que representa a media aritmética dos
valores QRN de 17 tecidos de mucosa oral normal contendo 2 cépias do gene
de estudo. NRC préximo ou igual a 1 refere a presenca de 2 cépias do gene de

estudo e NRC acima de 1 indica amplificacdo génica positiva.

Tabela 4.1 - Sequéncia e orientacdo dos iniciadores utilizados para amplificagdo gendmica por
gPCR, segundo o gene, niumero de acesso no Gene Bank e temperatura de
dissociac¢do (Tm).

NUMERO DE INICIADORES (5'3") Tm

GENE ACESSSO
SENSO ANTI-SENSO (°C)
HOXA5 NC_000007.14 aactcattttgcggtcgctat ttatgcaactggtagtccggg 60
HOXA7 NC_000007.14 tcaacagccccctttatcag gactgcgcctacctgaagac 60

HOXA9 NG_029923.1 agaggacagagtaggagaaagg ggttaggaaaggcagtcagg 62
HOXB5 NC_000017.10 tccttctcggggcegttate gccactgccataatttagcaac 62
HOXB13 NC_000017.10 agctcccgtgccttatggtta ggctggtaggttcccggata 60
HOXC12 NC _000012.11 cagcaggaggtagggttgag aaagggtgaccagtccagt 62
ZNF80 NC_000003.12 ctgtgacctgcagctcatcct  taagttctctgacgttgactgatgtg 60

4.3 Expressao génica
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A analise da expressao génica foi realizada para os seis genes homeobox
HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13 e HOXC12 em amostras de CEB e
margem adjacente. Essa analise foi também realizada nas linhagens celulares
SCC4 e SCC9 para avaliar o efeito da desmetilagdo apos o tratamento com 5-
aza-deoxicitidina para os genes HOXA9, HOXB5, HOXB13 e HOXC12 (item 4.5)
e por fim, na linhagem SCC4 para avaliar a inducdo da expressdo do gene
HOXA9 apos a transfeccgéo (item 4.7.1).

O RNA total das amostras de CEB e margem adjacente, assim como das
linhagens celulares foi extraido pela técnica do isoticianato de guanidina usando
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante, seguido da sintese de cDNA com High Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems) no volume final de 20ul partindo-se de 1ug de RNA. Para
sintese de cDNA, as amostras foram incubadas em termociclador
(Termociclador Metercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) e
submetidos a 25°C por 10 minutos seguido de 120 minutos a 37°C e 85°C por 5
minutos, e depois armazenados em freezer -20°C. Os produtos da transcriptase
reversa (RT) serviram de molde para amplificagdo por gPCR, que foram
realizadas utilizando o termociclador Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems Carlsbad, CA, USA). As reacdes realizadas tiveram
um volume final de 10ul em tubos Opticos com os seguintes reagentes: 5ul Green
Master Mix® (Applied Biosystem), 1ul cDNA, adgua DEPC, primer sense e anti-
sense dos genes de estudo (HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13 e
HOXC12) e constitutivo GAPDH (conforme descritos na tabela 4.2). O processo
de ciclagem térmica constituiu em desnaturacao por 10 minutos a 95°C, seguido
por 40 ciclos de 10 segundos a 95°C e um minuto a 60°C ou 62°C, dependendo
do primer utilizado. Para cada gene, a analise da curva de dissociacao foi
realizada no final de cada ciclagem para confirmar a amplificacdo e evitar a
presenca de dimeros. Para cada par de primers foi realizada a reacdo de gPCR
com agua DEPC (blank) para avaliacdo de possivel contaminagdo. Os primers
utilizados foram desenhados utilizando-se o programa Primer Express v2.0 e

estdo descritos na tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Sequéncia e orientacdo dos iniciadores utilizados para expressdo de mRNA por
gRT-PCR, segundo o gene, nimero de acesso no Gene Bank e temperatura de
dissociacéo (Tm).

NUMERO DE INICIADORES (5°3") ™™

GENE ACESSSO
SENSO ANTI-SENSO (°C)
HOXA5 NM_019102.1 cccgceccaacccagatc gcgggtcaggtaacggttg 60

HOXA7 NM_006896.3 tcgtattatgtgaacgcgctt ggctcggcattttggaacag 60
HOXA9 NM_152739.3 agaatgagagcggcggagacaa ctctttctccagttccagggtc 60
HOXB5 NM_002147.3 tccttctcggggcegttatc gccactgccataatttagcaac 62
HOXB13 NM_006361.5 gagcgccagattaccatctggt ~ ccaggacaccccacttticge 60
HOXC12 NM_173860.1 atgggcgagcataatctcctg cgtgggtaggacagcgaag 62

4.4 Metilagcdo do DNA

A analise quantitativa de metilacdo do DNA para os genes HOXADS,
HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13, HOXC12 nos tumores, margens adjacentes
e nas linhagens celulares foi realizada por meio de gPCR utilizando o sistema
Methyl-Profiler™ DNA Methylation PCR Array System (SABiosciences
Corporation, Frederick, MD, USA). A deteccdo de metilacdo de ilhas CpG de
genes especificos foi obtida por meio de digestdo com enzimas de restricdo
sensiveis a metilacdo (genes metilados néo foram digeridos), e com enzimas
dependentes de metilacdo (genes metilados foram digeridos) e digestdo com
ambos os tipos de enzimas (controle de background). O tratamento enzimatico
ocorreu por 18h a 37°C. Apo0s a inativacdo enzimatica a 65°C por 20 minutos, o
DNA foi amplificado por gPCR usando iniciadores que flanqueiam a regiédo de
interesse, sendo as condicfes de ciclagens recomendadas pelo fabricante. Apds
a digestdo, o DNA remanescente foi quantificado usando real-time PCR arrays
(ABI 7500 Real-time system). O status de metilacéo foi medido pela porcentagem
de DNA inserido metilado como determinado pela EpiTectMethyl DNA
methylation PCR data analysis (Qiagen,

http://www.sabiosciences.com/dna_methylation _data__analysis.php), seguindo
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as instrugdes do fabricante. O perfil de metilagdo do DNA nas amostras foram
divididas em dois grupos baseados nos valores cut-off: >50% (hipermetilado) ou
<50% (hipometilado).

4.5 Ensaio de desmetilacéo

45.1 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide,

tetrazolium)

Para andlise da viabilidade celular, escolha da melhor concentracdo e
periodo de tratamento do agente desmetilante 5-aza-2"-deoxicitidina (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany), as linhagens celulares derivadas de carcinoma
epidermdide de boca SCC4, SCC9, SCC15 e SCC25 foram plagueadas no total
de 2x10* células/poco em uma placa de 24 pocos em 3 concentracdes diferentes
de 5-aza-2"-deoxicitidina (0,5uM, 2,5uM e 5uM), avaliadas nos periodos de 24h,
48h, 72h e 96h, conforme demostrado na figura 4.1. Ap6s o periodo de
tratamento, foi adicionado 1ml de reagente MTT (Sigma-Aldrich, Pool, UK) com
concentragdo final de 0,5mg/ml de MTT diluido em meio de cultura néo
suplementado soro fetal bovino e entéo, as células foram incubadas a 37°C por
4 horas na auséncia de luz. Apés esse periodo, 0 meio de cultura contendo o
reagente foi retirado e adicionado 1mL de etanol para precipitacdo do produto e
a placa foi imediatamente analisada a 570nm no espectrofotdmetro (ELX800,
Bio-Tek Instruments, INC). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Apesar de ter sido realizado nas 4 linhagens celulares, o ensaio de desmetilagcéo
foi considerado apenas para as linhagens SCC4 e SCC9, pois foram as que

apresentaram genes com 100% de metilacéo.
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Figura 4.1 — Esquema de distribuicdo do tratamento em duas linhagens celulares (linhagem A:
SCC4 ou SCC15; linhagem B: SCC9 ou SCC25) com trés concentracfes diferentes
de agente desmetilante realizado em triplicata. Os circulos azuis representam os
pocos que receberam as células sem tratamento, utilizadas como controle, os
circulos vermelhos representam os pocos com 0,5uM de agente desmetilante, os
verdes representam os pocos com 2,5uM de agente desmetilante e os amarelos
receberam 5uM de agente desmetilante

4 5.2 Tratamento com 5-aza-2’-deoxicitidina

Para avaliar o efeito da desmetilacdo na expresséo dos HOXA9, HOXBS5,
HOXB13 e HOXC12, os quais apresentaram-se hipermetilados nas linhagens
SCC4 e SCC9 no ensaio descrito no item 4.1. As linhagens SCC4 e SCC9 foram
tratadas com o agente de desmetilagédo 5-aza-2’-deoxicitidina (5-aza-dC; Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) na concentracdo de 0,5 uM por 96h. Apds esse
periodo, as células foram coletadas para extracdo do RNA total, analise protéica
e andlise de expressao génica. Células sem tratamento foram utilizadas como

controle. A analise de expresséao esta descrita no item 4.3.

4.6 Anédlise imunohistoquimica para as proteinas DNMT1, DNMT3a e
DNMT3b

Os blocos parafinados foram seccionados (3um) em micrétomo e os

cortes colocados sobre laminas de vidro silanizadas. As laminas ficaram
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armazenadas em uma estufa a 60°C, permanecendo por um tempo estimado de
2h. A seguir, foi realizada a desparafinizacdo em dois banhos de xilol, o primeiro
a 60°C por 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente, por 15 minutos. A
seguir, os cortes foram reidratados em cadeia descendente de etanol (alcool
absoluto |, &lcool absoluto I, &lcool absoluto I, alcool 95%, &lcool 90% e alcool
85%) durante 5 minutos cada. Apés a reidratacéo, foi realizada a remocéo do
pigmento formolico por meio de incubacdo em solucéo de hidroxido de aménio
a 10% em etanol 95% durante 10 minutos. ApOs essa etapa, seguiu-se lavagem
em agua destilada. Para recuperacédo antigénica as laminas foram emergidas em
tampao citrato-fosfato (P4809, pH 6,0; Sigma, St Louis, MO, USA) pH 6,0 e em
banho maria a 95°C por 30 minutos. Para o bloqueio da peroxidase enddgena
tecidual, as laminas foram incubadas em solucao de peréxido de hidrogénio a
20V em metanol (1:1), em 2 banhos por 15 minutos cada. Logo apoés, foi
realizado um tamponamento com 3 banhos de TRIS pH 7,6, por 5 minutos cada
e, em seguida, o bloqueio de sitios inespecificos com solucdo de PBS/BSA 1%
por 1 hora seguidas de duas lavagens com TRIS pH 7,6 por 10 minutos cada.
Seguiu-se a incubacao com o anticorpo primario diluido em PBS/BSA 1%, sendo
o0 anticorpo monoclonal de camundongo Anti-Dnmt3b (IMG-184, Imagenex, San
Diego, CA, USA) na diluicdo 1:100, Anti-Dnmtl (IMG-261A, Imagenex) na
proporcao 1:400 e Anti-Dnmt3a (IMG-268A) na propor¢ao 1:200 a 4°C por 18
horas. Posteriormente, os cortes foram incubados com o sistema de deteccao
ADVANCETM HRP (K4067, Dako), composto de duas etapas de 30 minutos
(anticorpo anti-camundongo/anti-coelho ADVANCE™ HRP Link, e anticorpo
polimerizado com enzima peroxidase ADVANCE™ HRP Enzyme). Entre as
etapas, os cortes foram lavados 2 vezes com solucdo tampédo TRIS pH 7,6. A
reacdo foi revelada com 3,3"-Diaminobenzidina (K3468, Dako Liquid DAB Plus;
Dako), por 5 minutos a temperatura ambiente. ApGs lavagem com &gua
destilada, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer (LAFAN,
#15772), lavados em imersGes de agua, desidratados em solucdes crescentes
de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%), diafanizados em 2 banhos
de xilol (5 minutos cada) e montados na maquina. O controle positivo utilizado
foi rim de camundongo e em todas as rea¢des dos grupos experimentais. Apenas

as amostras que expressaram os genes foram incluidas na andlise estatistica.
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4.7 Inducéo da expresséo do gene HOXA9

4.7.1 Transfeccéo

A linhagem celular SCC4 foi semeada em placas de cultivo de 28,2 cm2
(Nunc) em meio de cultivo apropriado contendo 10 % de FBS e incubada até a
confluéncia de 80-90 %. Esta linhagem foi selecionada por apresentar niveis
reduzidos de expressao do gene HOXA®9, viabilizando sua utilizagdo para o
ensaio de indugéo da expressao. A transfec¢do ocorreu com 1 ug/ml dos vetores
plasmidiais pCMV6 e pCMV6-HOXA9 (Origene) utilizando-se o reagente
Lipofectamina 2000 (Life Technologies) na concentracdo de 2,5 ug/ml, de acordo
com as instrucdes do fabricante. A mistura DNA/lipofectamina (proporcéo 1:2,5)
foi realizada em OptiMEM (Invitrogen) e apdés 20 minutos de incubagdo em
temperatura ambiente os complexos foram adicionados as placas de cultivo.
Apos 6 horas, o meio de transfeccdo foi substituido por meio de cultivo
convencional acrescido de 10 % de FBS por aproximadamente 48 horas. Apos
esse periodo, as células foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de cultivo
celular de 60mm e incubadas em meio de cultura. Apés 15 dias de tratamento,
as células resistentes ao antibiético Geneticina na concentragao 300 pg/ml (G-
418, Invitrogen) foram expandidas, congeladas e cultivadas para extracdo de
RNA, ja descritos anteriormente 4.3. Trés clones celulares transfectados com o
vetor pPCMV6-HOXA9 e um clone celular transfectado com o vetor pCMV6
(controle) foram selecionados para o0s experimentos de proliferacao,
diferenciacéo celular e apoptose. A analise de expressdo do gene HOXA9 esta

descrito no item 4.3.

4.7.2 Analise da proliferacao celular
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Imunocitoguimica para Ki-67

As reacdes de imunocitoquimica foram realizadas para avaliacdo da
expressdo da proteina humana Ki-67, estritamente associada a ceélulas em
proliferacdo estando ausente em células quiescentes. O Ki-67 € uma proteina
nuclear expressa durante a fase G2/M do ciclo celular, e é utlizada para
determinar a porcentagem de proliferacdo dos canceres soélidos®. Para
comparar o potencial proliferativo dos clones celulares que apresentaram
aumento da expressédo do gene HOXAO foi realizada imunocitoquimica para Ki-
67. Considerou-se positivo 0s nucleos corados em marrom, independente da
intensidade. Para este experimento, 2x104 células suspensas em 0,4 ml de meio
de cultura DMEN/F12 (Invitrogen) com 10% de SFB foram plaqueadas em
laminas para cultura celular com oito pocos (Lab Tek Nunc, Naperville, IL). Apbs
24 horas do plaqueamento as células foram “carenciadas” pela adicdo de meio
de cultivo livre de SFB por 48 horas, apés lavagem com PBS. Em seguida as
células foram novamente incubadas em meio de cultura DMEN/F12 (Invitrogen)
com 10% de SFB e, apés 24 horas foram fixadas em paraformaldeido a 4% por
30 min. Apoés a inibicdo da peroxidase endogena e bloqueio em PBS+BSA1%
por 1 hora a temperatura ambiente, as células foram incubadas com anticorpo
anti Ki67 (Anti-Human Ki-67 antigen, clone MIB-1, Dako, Dinamarca) na
propor¢cdo 1:400 por 16 horas e posteriormente, com anticorpo secundario
conjugado a biotina e complexo estreptavidina-biotinaperoxidase (Envision Dual
Link System HRP, Dako, Carpinteria, CA, USA) por 30 min a temperatura
ambiente. As reagbes foram feitas em duplicata, reveladas com
diaminobenzidina (DAB, Dako) e contra-coradas com hematoxilina de Mayer. O
indice da expressédo imunocitoquimica de Ki67, representado pela porcentagem
de células positivas para este marcador, foi determinado por meio da contagem
de 1000 células da linhagem SCCA4 e clones celulares utilizando-se o sistema de
imagem KONTROM 400 (Zeiss Axio Imager Al).

4.7.3 Ensaios de apoptose
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Para andlise da apoptose da linhagem celular SCC4 superexpressando o
gene HOXA9 em comparac¢do com as ceélulas transfectadas com o vetor controle
foram realizadas reac6es de TUNEL, que € um método utilizado para detectar a
fragmentacdo do DNA através da marcacdo da extremidade terminal de acidos

nucleicos.

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)

Para este ensaio, as células foram plaqueadas na concentracédo de 2x104
células por po¢co em laminas de cultivo de 8 pocos (Lab Tec) e cultivadas a 37°C
em atmosfera iumida contendo 5% de CO2. Apos 24h de cultivo celular, as
células foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 25 min a 4°C e depois
lavadas duas vezes em PBS, com uma duracdo de 5 minutos cada. Para
permeabilizacdo das células, as laminas foram imersas em PBS com Triton® X-
100 0,2% por 5 minutos, e novamente realizada duas lavagens em PBS, com
duracdo de 5 minutos cada. Em seguida, foi adicionado Equilibration Buffer em
temperatura ambiente por 10 minutos e entdo, as células foram incubadas com
fluorescente TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) por 60 minutos em
camara umida a 37°C, evitando exposicdo a luz. Para bloqueio da reacéao, as
laminas foram imersas em 2X SCC por 15 minutos seguido de trés lavagens em
PBS de 5 minutos cada. Por fim, as laminas foram montadas usando Vectashield
com DAPI. A porcentagem de células positivas para este marcador, foi
determinada por meio da contagem de células da linhagem SCC4 e clones
celulares utilizando-se o sistema de imagem KONTROM 400 (Zeiss Axio Imager
Al).

4.7.4 Ensaio de migracao
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A migracdo celular desempenha um papel importante em alguns
processos biolégicos normais, como embriogénese, morfogénese?®?, cicatrizacéo
de feridas® assim como, em processos patolégicos, como a formacgdo de
metastase?.

Para investigar a capacidade de migracao dos clones SCC4-HOXA9 em
relacdo ao controle foi utilizado o soro fetal bovino como fator quimiotatico, para
tanto as células foram plaqueadas sem SFB durante 24h. O meio DMEN/F12
com 10% de SFB foi utilizado como quimiotatico, adicionado na camara inferior
do transwell. Para o ensaio de migracao, primeiramente foi adicionado 500ul de
meio DMEN/F12 (Invitrogen) suplementado com 10% de SFB em cada poco de
uma placa de 24 pocos e inserido os insertos (# 353097, Falcon) com 10° células
ressuspendidas em 200ul de meio sem SFB. O experimento foi realizado em
triplicata, e as células da SCC4 foram utilizadas como controle. Apés 24h
mantidos em estufa de 5% de CO2 a 37°C, o meio de cultura foi descartado, e
os insertos foram lavados em PBS, em seguida os insertos foram fixados em
paraformoldeido 4% por 2 minutos a temperatura ambiente e lavados novamente
em PBS, e incubados em metanol por 20 minutos a temperatura ambiente
seguida de duas lavagens em PBS. A seguir, 0s insertos foram acomodados em
placa de 24 poc¢os contendo azul de toluidina por 15 minutos protegidos da luz.
Apods a lavagem com PBS, com auxilio de um cotonete, a face superior da
membrana foi limpa, retirando todas as células que ndo migraram. Entdo, os
insertos foram acomodados no SDS 1% e mantidos por 30 minutos a 37°C. Para
eluicdo do corante, apds o periodo de incubacéo, foram transferidos 100 pL da
solucéo para um poc¢o de uma placa de 96 pocos e realizada a leitura a 632 nm
no espectofotdmetro (ELX800, Bio-Tek Instruments, INC). A SCC4 incubada em
meio sem SFB (inserto e no po¢o) foi utilizada como branco para analise.

4.8 Imunohistoquimica HOXA9
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Para andlise protéica, 30 casos de carcinoma epiderméide de lingua e/ou
assoalho bucal pertencentes aos arquivos do Laboratério de Anatomia
Patologica das Instituicbes envolvidas (Hospital das Clinicas da FMUSP,
Hospital Helidpolis e Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho) foram
utilizadas. Os blocos parafinados foram seccionados (3um) em micrétomo e os
cortes colocados sobre laminas de vidro silanizadas. As laminas ficaram
armazenadas em uma estufa a 60°C, permanecendo por um tempo estimado de
2h. A sequir, foi realizada a desparafinizagdo em trés banhos de xilol, por 10
minutos cada. A seguir, os cortes foram reidratados em cadeia descendente de
etanol (alcool absoluto I, alcool 90%, alcool 70%, alcool 50%) por duas vezes
cada durante 3 minutos por passagem. Ap0s essa etapa, seguiu-se lavagem em
agua destilada e quatro banhos de 2 minutos e 30 segundos em PBS. Seguiu-
se com o blogueio da peroxidase endégena em agua oxigenada 3% diluida em
PBS por 45 minutos. Para recuperacao antigénica as laminas foram emergidas
em citrato-fosfato (P4809, pH 6,0; Sigma, St Louis, MO, USA) ph 6,0 e levadas
ao banho maria 95°C por 20 minutos e por mais 20 minutos deixadas em
temperatura ambiente. Logo apds, foi realizado um tamponamento com 4
banhos de PBS por 2 minutos e 30 segundos cada e, em seguida, o bloqueio de
sitios inespecificos com Protein Block (Invitrogen) por 10 minutos seguida da
incubacdo do anticorpo primério policlonal (HOXA9 #07-178, Millipore) diluido
em, na propor¢ado 1:100 a 4°C por 18 horas. Em seqiéncia, as células foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado a biotina e complexo
estreptavidina-biotinaperoxidase (Envision Dual Link System HRP) por 30 min a
temperatura ambiente Entre as etapas, os cortes foram lavados 4 vezes com
solugcéao tampé&o PBS por 2 minutos e 30 segundos cada. A reacdao foi revelada
com 3,3 -Diaminobenzidina (K3468, Dako Liquid DAB Plus; Dako), por 1 minuto
a temperatura ambiente. Apds lavagem com agua destilada, as laminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Mayer (LAFAN, #15772), lavados em
imersdes de agua, desidratados em solugdes crescentes de etanol (50%, 70%,
80%, 90% e 100%), diafanizados em 2 banhos de xilol (5 minutos cada) e
montados manualmente. O controle positivo utilizado foi rim de rato e foi

incubado juntamente com 0s grupos experimentais. Para andlise estatistica, foi
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atribuido score para imunomarcagéo citoplasmatica: 0 (negativo) = <10% das
células marcadas; 1 (fraco) = 11% - 50% de células marcadas; 2 (moderado) =
51% - 80% de células marcadas; 3 (forte) = > 81% de células marcadas; e de
intensidade: 1 (fraca); 2 (moderada); 3 (forte). Foi realizada a soma do score de
marcacao citoplasmatica e de intensidade, sendo considerada score negativo
guando o resultado da soma (0-1); positivo fraco (2-3); positivo forte (4-6).

4.9 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados foram obtidas distribuicdes absolutas
e percentuais das variaveis nominais ou categdricas, e para as variaveis
numericas, medidas estatisticas tais como valor minimo, valor maximo, média,
mediana e desvio padrao foram utilizadas.

O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparacéo
de medidas quantitativas de amplificacdo e metilagdo em amostras de tumor e
margem de maneira geral. J& para comparacao das categorias de amplificacao
e metilacdo nos tumores de acordo com as variaveis clinicas e patolégicas, foi
realizada pelo teste Exato de Fisher. As variaveis clinicas testadas foram
localizacdo (lingua ou assoalho), diferenciacdo histologica (bem ou
moderadamente e pouco diferenciados), infiltracao linfatica, sanguinea e invasao
perineural (presentes ou ausentes). A fim de viabilizar esses cruzamentos
estatisticos, foi utilizado o valor acima da mediana de amplificacdo nos tumores
como ponto de corte para categorizar as amostras positivas para amplificacao;
e percentuais de metilagdo igual ou superior a 50% para categorizar as amostras
positivas para metilacéo.

Com o intuito de avaliar o relacionamento entre possiveis marcadores de
amplificacdo e metilacdo com o evento morte, foi utilizado o método nédo
paramétrico de Kaplan-Meier), que permite a constru¢cdo de curvas com as
estimativas das probabilidades de sobrevivéncia em funcdo do tempo de
duracdo entre a data da cirurgia e a data do 6bito ou do ultimo acompanhamento
de observacdo, considerando-se apenas o desfecho Obito relacionado a

neoplasia. Assim, a evolugéo durante todo o periodo de seguimento do individuo
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é considerado e ndo soO os resultados finais. As curvas com as estimativas das
probabilidades de sobrevivéncia em funcao do tempo de observacéo elaboradas
utilizando-se o estimador produto-limite de Kaplan-Meier sdo construidas de
forma que as estimativas calculadas independem da condicao do paciente, isto
€, ndo sdo consideradas as outras informacdes como sexo, idade, etc. Para
avaliar a influéncia dessas varidveis, as curvas de Kaplan-Meier foram
construidas para as categorias de cada variavel qualitativa e para a comparacao
das curvas foi utilizado o teste de Log-Rank. Neste tipo de analise, para cada
variavel é realizado um teste de significancia que indica se a variavel em questao
influencia ou ndo a resposta de interesse (6bito).

A andlise quantitativa da expresséao foi realizada de acordo com o0 método
matematico de Pfaffl (2001) e a eficiéncia da reacéo de PCR foi obtida utilizando-
se 5 diluicbes seriadas do cDNA da linhagem celular KNO, quantificada em
triplicata. A eficiéncia da reacao para cada gene analisado foi determinada por
meio da respectiva diluicdo do cDNA X valores de Ct e calculada por meio da
equacdo E =10(-1/slope), na qual 'E' é a eficiéncia e 'slope' representa o
coeficiente angular da reta.

A fim de verificar se existiu associagcdo entre a expressao proteica de
DNMT1, DNMT3a, DNMT3b e HOXA9 e os dados clinicos e histopatoldgicos dos
pacientes foi aplicado o teste exato de Fisher, considerando para as DNMTs dois
grupos: imunomarcagao negativa ou baixa, incluindo os casos com escores 0, 1
e 2; e imunomarcacgao positiva e alta, incluindo casos com escore 3. E para
HOXAZQ9 foi atribuido score para imunomarcacéao citoplasméatica: 0 (negativo) =
<10% das células marcadas; 1 (fraco) = 11% - 50% de células marcadas; 2
(moderado) = 51% - 80% de células marcadas; 3 (forte) = > 81% de células
marcadas; e de intensidade: 1 (fraca); 2 (moderada); 3 (forte). Foi realizada a
soma do score de marcacéo citoplasmatica e de intensidade, sendo considerada
score negativo quando o resultado da soma (0-1); positivo fraco (2-3); positivo
forte (4-6). Posteriormente, foram também estimadas as probabilidades de
sobrevida dos pacientes de acordo com o nivel de expressao proteica positiva e
negativa, utilizando-se o tempo de duracao entre a data da cirurgia e a data do
Obito ou do ultimo seguimento, considerando-se o desfecho 6bito relacionado a

neoplasia.
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Para comparacéao dos efeitos do aumento de expressao do gene HOXA9
sobre a proliferacéo, diferenciacdo, apoptose e migracao celular foi utilizado o
teste de variancia ANOVA seguida pelo T de Tukey.

O nivel de significancia adotado em todas analises foi de 5%, ou seja,
quando o valor de p do teste estatistico foi menor ou igual a 0,05 existiu
significancia estatistica. O software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.,

CA, USA) foi utilizado para a execucéo dos calculos estatisticos.



50

5 RESULTADOS

5.1 Perfil de amplificagcdo gendmica dos genes homeobox

Os dados clinicos referentes aos casos analisados estdo descritos no
(Anexo B).

Nos 21 casos de tumor e 17 casos de margens adjacentes estudados, a
amplificacdo do gene HOXADS foi revelada em 3 casos de tumor e 11 casos de
margens adjacentes; o gene HOXA7 em 8 casos de tumor e 1 caso de margens
adjacentes; o gene HOXA9 em 15 casos de tumor e 2 casos de margens
adjacentes; o gene HOXB5 em 3 casos de tumor e 9 casos de margens
adjacentes; o gene HOXB13 em 14 casos de tumor e 5 casos de margens
adjacentes; e por fim, o gene HOXC12 em 11 casos de tumor e 2 casos de

margens adjacentes.

HOXAS

Na analise de amplificacdo do gene HOXAS5, existiu uma diferenca
significativa entre tumor e margem adjacente (p=0,0024, Teste Mann Whitney),
com os valores de mediana do tumor (Mediana=0,55; DP=9,12) menores em
relacdo as margens (Mediana=1,14; DP=0,29) (Gréfico 5.1). Porém, ndo houve
diferenca estatistica na relagdo com as variaveis clinicas e histopatolégicas, nem
influéncia na sobrevida global (p=0,32) (Gréfico 5.2).
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Gréfico 5.1 - Distribuicdo do nimero de cdpias para o gene HOXA5 em amostras de carcinoma
epiderméide de boca e margem adjacente. Teste Mann Whitney p=0,0024
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Gréfico 5.2 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier (p=0,32) para individuos com amplificagao
positiva e negativa para o gene HOXAS5

HOXA7

Na analise de amplificacdo do gene HOXA7, ndo houve diferenca
significativa entre tumor e margem adjacente (p=0,91, Teste Mann Whitney),

com os valores de mediana do tumor (Mediana=0,82; DP=1,62) menores em
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relacdo as margens adjacentes (Mediana=0,89; DP=0,41) (Gréfico 5.3).
Também n&o houve diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e
histopatolégicas, com excecdo da localizacdo, em que o gene HOXA7
apresentou-se mais amplificado em assoalho bucal do que em lingua (Tabela
5.1). Quanto a influéncia na sobrevida global ndo se observou diferenca
estatistica significante (p=0,42) (Gréfico 5.4).
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Gréfico 5.3 - Distribuicdo do nimero de cOpias para o gene HOXA7 em amostras de carcinoma
epidermdide de boca e margens ndo-tumorais. Teste Mann Whitney p=0,91
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Gréfico 5.4 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier (p=0,42) para individuos com amplificacao
positiva e negativa para o gene HOXA7
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HOXA9

Na andlise de amplificacdo do gene HOXA9, ndo existiu uma diferenca
significativa entre tumor e margem adjacente (p=0,06, Teste Mann Whitney),
com os valores de mediana no tumor (Mediana=1,41; DP=3,26) maiores em
relacdo as margens adjacentes (Mediana=1,02; DP=0,4) (Grafico 5.5). Também
ndo houve diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e

histopatoldgicas, nem influéncia na sobrevida global (p=0,37) (Gréfico 5.6).
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Gréfico 5.5 - Distribuicdo dos valores do niumero de copias para o gene HOXA9 em amostras de
carcinoma epidermdéide de boca e margens nao-tumorais. Teste Mann Whitney
p=0,06
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Gréfico 5.6 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier (p=0,37) para individuos com amplificagao
positiva e negativa para o gene HOXA9
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HOXB5

Na analise de amplificacdo do gene HOXB5, existiu uma diferenca
significativa entre tumor e margem adjacente (p=0,04, Teste Mann Whitney),
com os valores de mediana no tumor (Mediana=0,5; DP=1,48) menores em
relacdo as margens (Mediana=1,41; DP=0,5) (Grafico 5.7). Porém, ndo houve
diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e histopatoldgicas, nem
influéncia na sobrevida global (p=0,32) (Gréfico 5.8).
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Gréfico 5.7 - Distribuicdo do nimero de cépias para o gene HOXB5 em amostras de carcinoma
epidermoide de boca e margens ndo-tumorais. Teste Mann Whitney p=0,04
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Gréfico 5.8 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier (p=0,32) para individuos com amplificagao
positiva e negativa para o gene HOXB5
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HOXB13

Na analise de amplificacdo do gene HOXB13, existiu uma diferenca
significativa entre tumor e margem adjacente (p=0,0005, Teste Mann Whitney),
com os valores de mediana no tumor (Mediana=3,7; DP=32,75) maiores em
relacdo as margens (Mediana=0,53; DP=0,79) (Grafico 5.9). Porém, ndo houve
diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e histopatoldgicas, nem
influéncia na sobrevida global (p=0,64) (Grafico 5.10).
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Gréfico 5.9 - Distribuicdo dos valores do cépias para o gene HOXB13 em amostras de carcinoma
epiderméide de boca e margens ndo-tumorais. Teste Mann Whitney p=0,0005
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Gréfico 5.10 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier (p=0,64) para individuos com amplificacdo
positiva e negativa para o gene HOXB13.
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HOXC12

Na analise de amplificacdo do gene HOXC12, ndo existiu uma diferenca
significativa entre tumor e margem adjacente (p=0,33, Teste Mann Whitney),
com os valores de mediana no tumor (Mediana=1,10; DP=1,57) maiores em
relacdo as margens (Mediana=0,81; DP=0,9) (Gréafico 5.11). N&o houve
diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e histopatolégicas, nem
influéncia na sobrevida global (p=0,57) (Gréfico 5.12).
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Gréfico 5.11 - Distribuicdo do nimero de cOpias para o gene HOXC12 em amostras de carcinoma
epidermdide de boca e margens ndo-tumorais. Teste Mann Whitney p=0,33
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Gréfico 5.12 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier (p=0,57) para individuos com amplificacéo
positiva e negativa para o gene HOXC12
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De forma geral, a analise de amplificacdo foi importante para distinguir
tumor e margem adjacente, principalmente em relacdo aos genes HOXADb,
HOXB5 e HOXB13, sendo que somente esse Ultimo apresentou-se amplificado
no tumor, e 0s outros, na margem. Com relacdo ao desfecho clinico, a
amplificacdo do gene HOXA7 demonstrou predilecdo pela regido de assoalho
bucal em relacdo a lingua. Porém, a amplificacdo de nenhum gene homeobox
avaliado teve influéncia sobre o comportamento tumoral e sobrevida (Tabela
5.1).



Tabela 5.1 - Associacao da amplificacdo dos seis genes homeobox com as caracteristicas clinicas-patolégicas e desfecho clinico em amostras de carcinoma
epidermoide de boca

HOXA5 HOXA7 HOXA9 HOXB5 HOXB13 HOXC12
Dados clinicos-
patologicos *) () p *) () p *) () p *) () p *) () p *) @) p
Localizagao
Lingua 12 2 11 3 6 9 12 2 3 10 7 6
1 0,05 0,65 1 1 1
Assoalho 7 1 2 5 2 6 7 1 1 7 3 4
pT
T1+T2 10 2 5 6 2 9 10 2 3 9 6 5
1 0,15 0,32 0,50 1 0,97
T3+T4 6 1 6 1 3 4 7 0 2 4 3 3
pN
N+ 9 1 7 3 3 7 10 0 3 7 4 5
0,55 0,15 0,60 0,18 1 1
NO 6 2 2 5 1 6 6 2 2 6 4 3
Diferenciagéo
Histoldgica
BD 1 1 1 1 1 2 2
3 0,43 3 1 3 1 3 0,23 3 1 1
MD+PD 12 1 8 5 4 9 13 0 3 10 7 5
Infiltragdo Linfatica
Lyt
IL - 10 2 6 5 4 8 12 1 2 11 6 6
1 0,23 1 1 0,21 0,58
IL + 4 4 0 1 3 4 0 2 2 3 1
Infiltragao
Sanguinea (IS)*
IS - 12 2 9 5 5 9 13 1 3 11 7 6
1 0,51 1 1 1 1
IS + 3 0 3 0 1 2 3 0 1 2 2 1
IP - 6 1 3 4 2 5 6 1 2 5 4 3
1 0,10 0,43 1 1
IP + 8 1 8 1 4 5 1 9 0 2 7 4 4
Sobrevida
Vivo 14 3 10 6 6 10 14 3 2 14 6 8
o 1 1 0,26 1 0,22 1
Obito 8 0 3 2 0 5 4 0 2 3] 2 2

*(+) = positivo para amplificag&o; (-) = negativo para amplificagdo Teste Exato de Fisher e Log-Rank (sobrevida); ° p <0,05; pT: Tamanho tumoral pelo pTNM; pN: comprometimento linfonodal pelo
pTNM; BD: bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: pobremente diferenciado. IS: infiltragdo sanguinea; IL: infiltrag&o linfatica; IP: infiltracéo perineural

LS
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5.2 Perfil de expresséo de mRNA dos genes homeobox

Os dados clinicos referentes aos casos analisados estdo descritos no
(Anexo C).

A andlise da expressdao do mRNA dos genes HOXA7, HOXA9, HOXB5,
HOXB13, HOXC12, foi realizada em amostras de carcinoma epidermdide de
boca e margem adjacente por meio de PCR em tempo real. Para os genes
DNMT1, DNMT3a e DNMT3Db, foi realizada apenas em amostras tumorais. As
amostras que nao expressaram o gene analisado foram excluidas da analise. A
expressao do gene HOXAS nessas amostras foi realizada e publicada pela Profa.

Dra. Camila Rodini, por isso, ndo foram inseridas neste estudo.

HOXA7Y

No total de 24 amostras de tumor e 20 amostras de margem adjacente, 5
e 16 ndo expressaram o0 gene HOXA7, respectivamente. Portanto, apenas as
amostras que expressaram o gene foram incluidas na analise estatistica.

A anadlise da expressdo do gene HOXA7, ndo mostrou diferenca
estatistica entre tumor e margem (p=0,088), sendo que os valores de mediana
no tumor (Mediana = 2,235) foram maiores em relacédo as margens (Mediana =

1,547) (Grafico 5.13).
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Gréfico 5.13 - Valores da expressdo normalizada para o gene HOXA7 em relacdo ao gene
constitutivo HPRT em amostras de carcinoma epidermoide de boca e margens
adjacentes. Teste Mann Whitney p=0,088
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HOXA9

No total de 24 amostras de tumor e 20 amostras de margem adjacente, 5
e 17 ndo expressaram o0 gene HOXA9, respectivamente. Portanto, apenas as
amostras que expressaram o gene foram incluidas na analise estatistica.

A anadlise de expressdo do gene HOXA9, ndo mostrou diferenca
estatistica entre tumor e margem (p=0,3591), sendo que os valores de mediana
no tumor (mediana = 0,2153) foram maiores em relacdo as margens (mediana =
0,04987) (Gréfico 5.14).
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Gréfico 5.14 - Valores da expressdo normalizada para o gene HOXA9 em relagdo ao gene
constitutivo HPRT em amostras de carcinoma epiderméide de boca e margens
adjacentes. Teste Mann Whitney p=0,3591

HOXBS

No total de 28 amostras de tumor e 22 amostras de margem adjacente, 8
e 19 ndo expressaram o0 gene HOXB5, respectivamente. Portanto, apenas as
amostras que expressaram o gene foram incluidas na andlise estatistica.

A expressdao de mRNA do gene HOXB5 mostrou diferenga estatistica
entre tumor e margem (p=0,0191), sendo que os valores de mediana no tumor
(mediana = 1,666) foram maiores em relacdo as margens (mediana= 0,5525)
(Gréfico 5.15).
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Gréfico 5.15 - Valores da expressao normalizada para o gene HOXB5 em relagdo ao gene
constitutivo HPRT em amostras de carcinoma epidermoide de boca e margens
adjacentes. Teste Mann Whitney p=0,0191

HOXC12

No total de 29 amostras de tumor e 21 amostras de margem adjacente,
18 e 16 ndo expressaram o gene HOXC12, respectivamente. Portanto, apenas
as amostras que expressaram o gene foram incluidas na analise estatistica.

N&o houve diferenca estatistica entre tumor e margem (p=0,2127) quando
a expressao do gene HOXC12 foi analisada, sendo que os valores de mediana
do tumor (Mediana=3,499) exibiram valores maiores em relacdo as margens
(Mediana=2,223) (Gréfico 5.16).
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Gréfico 5.16 - Valores da expressdo normalizada para o gene HOXC12 em relagdo ao gene
constitutivo HPRT em amostras de carcinoma epidermoide de boca e margens
adjacentes. Teste Mann Whitney p=0,2127
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DNMT1, DNMT3a, DNMT3b

No total, 14 amostras de tumor, apenas 3 amostras nao expressaram o
gene DNMT3b e 1 amostra o gene DNMT1. Portanto, apenas as amostras que
expressaram os genes foram incluidas na andlise estatistica.

As DNMTs exibiram baixos valores de expressdo de mRNA nos tumores,
com excecao da DNMT3b (Gréfico 5.17), sendo que os valores da mediana no
tumor para DNMT1 (Mediana=8,911) menor que a DNMT3a (Mediana=88,34) e
DNMT3b (Mediana= 635,7).
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Gréfico 5.17 -Distribuicdo dos valores da mediana da expressdo normalizada para DNMT1,
DNMT3a e DNMT3b em relagdo ao gene constitutivo HPRT em amostras de
carcinoma epiderméide de boca

5.3 Perfil de metilacdo dos genes homeobox

Os dados clinicos referentes aos casos analisados estdo descritos no
Anexo B.

No presente estudo, a andlise do perfil global de metilacdo nas amostras
tumorais e margens adjacentes de carcinoma epidermoide de boca para os seis
genes analisados (HOXA5, HOXA7, HOXA9, HOXB5, HOXB13 e HOXC12)
mostraram percentuais de metilagdo do DNA baixos, como demonstrado na

figura 5.1. Nos 21 casos de tumor e nas 17 margens, os dados de metilacdo do
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DNA para o gene HOXA5S revelaram trés casos de tumores e uma margem
adjacente com valores percentuais de hipermetilacdo superiores a 50%; um
tumor e nenhuma margem adjacente para os genes HOXA7 e HOXB13; trés
tumores e nenhuma margem adjacente para o HOXA9; dois tumores e nenhuma

margem adjacente para os genes HOXB5 e HOXC12.
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Figura 5.1 — Diagrama do agrupamento hierarquico do perfil diferencial de metilagcdo de seis
genes homeobox em amostras de tumores e margens de carcinoma epiderméide
de boca. Dados visualizados colorimetricamente em “heat plots”, vermelho
representando maiores niveis de metilagdo e verde menores niveis de metilagao

HOXAS

A analise da metilacdo do DNA do gene HOXA5, ndo mostrou diferenca
significativa entre tumor e margem (p=0,0615, Teste Mann Whitney), com
valores de mediana do tumor (mediana=16,45; DP=21,63) maiores em relacao
as margens (mediana=6,77; DP=13,95) (Grafico 5.18). Também nao houve
diferenca estatistica na relagdo com as variaveis clinicas e histopatolégicas, nem
influéncia na sobrevida global (p=0,2056) (Gréfico 5.19).
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Gréfico 5.18 - Distribuicdo dos valores da porcentagem da metilagdo para o gene HOXA5 em
amostras de carcinoma epidermoide de boca e margens adjacentes. Teste Mann
Whitney p=0,0615
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Gréfico 5.19 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para individuos com amplificacao positiva e
negativa para o gene HOXAS5 (p=0,2056)

HOXA7Y

Na analise de metilacdo do HOXA7, ndo existiu uma diferenca significativa
entre tumor e margem adjacente (P=0,1297, Teste Mann Whitney), com valores
de mediana no tumor (mediana=9,135; DP=16,39) maiores em relacdo as

margens adjacentes (mediana=0,74; DP=8,41) (Grafico 5.20). Nao houve
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diferenca estatistica na relagdo com as variaveis clinicas e histopatoldgicas, nem

influéncia na sobrevida global (p=0,4767) (Gréfico 5.21).
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Gréfico 5.20 - Distribuicdo dos valores da porcentagem da metilacdo para o gene HOXA7 em
amostras de carcinoma epiderméide de boca e margens adjacentes. Teste Mann
Whitney p=0,1297

Metilacdo HOXA7

-l

-

o
J

5 . Negativo
> R L
g 100 ) Positivo
o [ .
wv
[
- 904
©
=]
E 80+ Ll—A_ALAA__A
S
& 70 T r )

0 500 1000 1500

Days

Gréfico 5.21- Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para individuos com amplificacdo positiva e
negativa para o gene HOXA7 (p=0,4767)

HOXA9

Na anélise de metilagdo do HOXA9, existiu uma diferenca significativa

(P=0,0100, Teste Mann Whitney) entre tumor e margem adjacente, com 0s
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valores de mediana no tumor (mediana=15,78; DP=26,36) maiores em relacao
as margens adjacentes (mediana=1,38; DP=11,33) (Gréafico 5.22). Nao houve
diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e histopatoldgicas, nem
influéncia na sobrevida global (p=0,76) (Grafico 5.23).
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Gréfico 5.22 - Distribuicdo dos valores da porcentagem da metilagdo para o gene HOXA9 em
amostras de carcinoma epidermaéide de boca e margens adjacentes. Teste Mann
Whitney p=0,0100
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Gréfico 5.23 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para individuos com amplificagdo positiva e
negativa para o gene HOXA9 (p=0,76)
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HOXB5

Na analise de metilacdo do HOXB5, existiu uma diferenca significativa
(p=0,0490, Teste Mann Whitney) entre tumor e margem adjacente com o0s
valores de mediana no tumor (mediana=5,64; DP=18,8) maiores em relacdo as
margens adjacentes (mediana=0,86; DP=8,695) (Grafico 5.24). Nado houve
diferenca estatistica na relacdo com as variaveis clinicas e histopatolégicas,
porém, os casos que apresentaram HOXB5 metilado tiveram menor sobrevida
(p=0,03), demonstrando influéncia significativa na sobrevida global (Gréafico
5.25).
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Gréfico 5.24 - Distribuigdo dos valores da porcentagem da metilagdo para o gene HOXB5 em
amostras de carcinoma epidermoéide de boca e margens adjacentes. Teste Mann
Whitney (p=0,0490)
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Gréfico 5.25 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para individuos com amplificacdo positiva e
negativa para o gene HOXB5 (p=0,03)

HOXB13

Na analise de metilacdo do HOXB13 houve diferenca estatistica entre as
medianas (p=0,0167, Teste Mann Whitney), com as margens adjacentes
exibindo valores mediana (mediana=0,96; DP=8,383) menores em relacdo aos
tumores (mediana=6,62; DP=15,96) (Gréafico 5.26). Nao houve diferenca
estatistica na relagdo com as variaveis clinicas e histopatol6gicas, nem influéncia
na sobrevida global (p= 0,6257) (Grafico 5.27).
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Grafico 5.26 - Distribuicdo dos valores da porcentagem da metilagdo para o gene HOXB13 em
amostras de carcinoma epiderméide de boca e margens adjacentes. Teste Mann
Whitney (p=0,0167)
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Gréfico 5.27 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para individuos com amplificacao positiva e
negativa para o gene HOXB13 (p= 0,6257)

HOXC12

Na analise de metilacdo do HOXC12, existiu diferenca estatistica entre as
medianas (p=0,0012, Teste Mann Whitney) de tumor e margem adjacentes,
sendo as margens adjacentes exibindo valores da mediana menores

(mediana=1,03; DP=12,34) em relacdo aos tumores (mediana=16,24;
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DP=22,29) (Gréafico 5.28). Ndo houve diferenca estatistica na relacdo com as
variaveis clinicas e histopatolégicas, nem influéncia na sobrevida global
(p=0,4767) (Gréfico 5.29).
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Gréfico 5.28 - Distribuicdo dos valores da porcentagem da metilagdo para o gene HOXC12 em
amostras de carcinoma epiderméide de boca e margens adjacentes. Teste Mann
Whitney (p=0,0012)
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Gréfico 5.29 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para individuos com amplificacao positiva e
negativa para o gene HOXC12 (p=0,4767)

Na andlise de metilacdo do DNA dos 6 genes homeobox, 4 foram
relevantes para distinguir entre tumor e margem, incluindo HOXA9, HOXBS5,
HOXB13 e HOXC12, sendo que todos apresentaram valores maiores de

metilacdo no tumor em relacdo a margem. Porém, os genes homeobox
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analisados nédo foram relevantes na determinagéo de comportamento tumoral,
com excecao do gene HOXB5 que se apresentou metilado nos pacientes com

menor sobrevida como demonstrado na tabela 5.2.



Tabela 5.2 — Associacdo da metilacdo dos seis genes homeobox com as caracteristicas clinicas-patol6gicas e desfecho clinico em amostras de carcinoma
epidermdide de boca

HOXA5 HOXA7 HOXA9 HOXB5 HOXB13 HOXC12
Dados clinicos- Valor Valor Valor Valor Valor Valor
patoldgicos () () p ) () P () () p () () p () () p () Q) p
Localizagao
Lingua 11 2 12 1 11 2 12 1 12 1 12
1 1 1 1 1 1
Assoalho 7 1 7 1 7 1 7 1 8 0 7
pT
T1+T2 10 3 11 2 10 3 11 2 12 1 11 2
0,5211 0,5211 0,52 0,5211 1 0,5211
T3+T4 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7 0
pN
N+ 8 1 9 0 9 0 9 0 9 0 9 0
0,5765 0,2059 0,08 0,2059 0,4706 0,2059
NO 6 2 6 2 5 3 6 2 7 1 6 2
Diferenciacéo
Histolégica
BD 4 0 4 0 3 1 4 0 4 0 4 0
0,5165 1 0,47 1 1 1
MD+PD 8 3 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1
Infiltragédo
Linfatica (IL)*
IL - 11 2 12 1 11 2 12 1 12 1 12 1
0,4036 0,5675 0,4 0,5675 0.5675 0,5675
IL+ 4 0 4 0 4 0 4 0 4 0 4 0
Infiltragédo
Sanguinea (IS)*
IS - 12 2 13 1 12 2 13 1 13 1 13 1
0,4647 1 1 1 1 1
IS + 1 0 3 0 3 0 5 0 0
IP - 1 0 1 7 0 7 0 0
1 1 1 1 1
IP + 1 1 1 1 8 1 8 1 1
Sobrevidaf
Vivo 12 1 13 13 0 13 0 13 0 13 0
L 0,2056 0,4767 0,76 0,03 0,6257 0,4767
Obito 3 2 3 2 2 3 3 2 2 3 2 3

**(+) = positivo para metilag; (-) = negativo para metilagdo; Teste Exato de Fisher e Log-Rank (sobrevida); ® P <0,05; pT: Tamanho tumoral pelo pTNM; pN: comprometimento linfonodal pelo pTNM;
BD: bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: pobremente diferenciado. IS: infiltragdo sanguinea; IL: infiltrac&o linfatica; IP: infiltracéo perineural.

[44
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Nas linhagens celulares, os genes HOXB5 e HOXC12 apresentaram-se
metilados em 2 linhagens celulares (SCC4 e SCC9), o HOXB13 revelou-se
metilado na SCC9 e o HOXA9 na SCC4, como demonstrado na figura 5.2.
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Figura 5.2 — Diagrama do agrupamento hierarquico do perfil diferencial de metilagéo de 6 genes
homeobox em quatro linhagens celulares de carcinoma epiderméide de boca.
Dados visualizados colorimetricamente em “heat plots”, vermelho representando
maiores niveis de metilacdo e verde menores niveis de metilagdo

Frente a esses achados, os genes escolhidos para o ensaio de
desmetilagdo e posterior andlise de expressao foram os que apresentaram perfil
de metilagdo 100%, sendo eles: HOXC12, HOXA9, HOXBS5 na linhagem celular
SCC4 e, HOXB13 na linhagem celular SCC9. Para tanto, foi necessario realizar
um estudo de padronizacdo do agente desmetilante 5-aza-2"-deoxicitidina (5-
aza), uma vez que varios estudos tem utilizado concentragfes diferentes desse
agente em linhagem celular derivadas de cancer de boca. As concentracdes
variam na literatura de 0,5uM?8 a 10uM®®, e ainda concentragdes intermediarias
de 2,5uM® e 5uM® também s&o utilizadas. Por isso, para realizar esse
experimento, foi necessério antes, realizar o ensaio de viabilidade celular com
MTT para escolha da concentracdo do agente desmetilante. O presente estudo
demonstrou que altas concentracdes foram prejudiciais as células, invalidando o
experimento, e a concentracédo de 0,5uM foi eficiente para realizar o ensaio de
desmetilacdo, mantendo aproximadamente 60% de células viaveis, no periodo

de 96h, como demostrado na figura 5.3.
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Figura 5.3 — Representacao grafica da porcentagem de células viaveis proveniente da linhagem
celular SCC4 apés tratamento com trés concentracdes diferentes do agente
desmetilante 5-aza-2"-deoxicitidina em quatro diferentes periodos de tempo

5.3.1 Ensaio de desmetilacao

A acao do 5-aza é caracterizada pela sua incorporacdo ao DNA causando
inibicdo eficiente das DNMTs. Para explorar o papel da desmetilacdo na
expresséo génica, as linhagens celulares foram tratadas com 5-aza e avaliado o
efeito inibitério na expresséo génica das DNMTSs.

Para andlise da expressao, utilizou-se como amostra calibradora a célula
nao tratada. Como resultado, foi evidente o aumento da expressao génica dos
genes HOXA9, HOXB5 e HOXC12 na linhagem SCC4, e HOXB13 na linhagem
SCC9 apés o tratamento com 5-aza, sendo que a expressao génica do HOXA9
e HOXB5 aumentaram quase 8 vezes e dos genes HOXC12 e HOXB13 em 7

vezes (Gréfico 5.30).
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Grafico 5.30 - Expressao relativa (log2) apés o tratamento com decitabina dos genes HOXA9,
HOXB5 e HOXC12 na linhagem SCC4, e HOXB13 na linhagem SCC9. As células
sem tratamento foram utilizadas como controle.

5.3.2 Imunohistoquimica DNMT1, DNMT3a e DNMT3b

A imunoexpressao proteica das DNMTs foi analisada semi-
quantitativamente, baseada nos critérios de Rahman e colaboradores®, que
consistem em expressao baixa (escore 0: negativo; escore +1: <20% de células
imunocoradas), moderada (escore +2: 220% e < 50%) e alta (escore +3: =2 50%).
Apenas marcacgao nuclear foi considerada especifica e na analise estatistica de
Fisher considerou-se positiva a imunomarcacao com score 3. Os dados clinico-
histopatolégico e a correlacdo da expressdo com o desfecho clinico estdo
descritos na tabela 5.3. A analise qualitativa foi estabelecida quanto ao padréo
de marcacao (homogéneo ou heterogéneo) nas diferentes areas da neoplasia
(Figura 5.4).
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DNMT1

Nos tumores, 10 casos foram considerados positivos (imunomarcacao
score 3) e 7 casos negativos (imunomarcacdo score 0, 1 e 2). Foi possivel
observar imunomarcacdo predominantemente citoplasmatica nas células mais
centrais das ilhotas tumorais. A DNMT1 ndo apresentou influéncia
estatisticamente  significante na comparacdo com dados clinicos,

histopatoldgicos e de sobrevida.

DNMT3a

Nos carcinomas analisados, 8 casos foram considerados positivos
(imunomarcacao score 3) e 9 casos negativos (imunomarcacao score 0, 1 e 2)
para o anticorpo DNMT3a, sendo a marcagdo nuclear e citoplasmética
homogénea nas ilhotas e lengoOis de células tumorais, inclusive em células
exibindo evidente pleomorfismo e células isoladas. A DNMT3a nédo apresentou
influéncia estatisticamente significante sobre os parametros clinicos nem

histoldgico, porém houve correlagdo com a sobrevida (p=0,02).

DNMT3b

Nos tumores, 15 casos foram considerados positivos (imunomarcacao
score 3) e 5 casos negativos (imunomarcacdo score 0, 1 e 2). Foi possivel
observar imunomarcacdo predominantemente nuclear nas células das ilhotas e
corddes tumorais. A DNMT3b ndo apresentou estatistica significante na
comparacao com dados clinicos, histopatoldgicos e de sobrevida.



Tabela 5.3 — Associacao da expresséo proteica das DNMT1, DNMT3a e DNMT3b com as caracteristicas clinico-patologicas e desfecho clinico em carcinoma
epidermoide de boca

Dados clinico- Ne No No
patolégicos Casos DNMT1 Casos DNMT3a Casos DNMT3b
Valor Valor Valor
Negativo Positivo p Negativo Positivo p Negativo Positivo p
Localizagao
Lingua 10 6 4 0,06 10 5 5 0,66 11 3 8 1
Assoalho 9 1 8 8 5 3 8 2 6
pT
T1+T2 1 4 7 0,63 13 9 4 0,11 14 4 10 1
T3+T4 6 3 3 5 1 4 6 1 5
pN
N+ 10 4 6 1 11 7 4 0,63 12 3 9 1
NO 7 3 4 7 3 4 8 2
Diferenciacéo
Histolodgica
BD 6 2 4 1 7 3 4 0,63 7 2 5 1
MD+PD 11 5 6 11 7 4 13 3 10
Infiltragédo
Linfatica (IL)f
IL - 7 4 3 1 8 4 5 1 9 3 6 1
IL + 4 2 2 3 3 2
Infiltragédo
Sanguinea (IS)
IS - 11 5 6 1 13 7 6 0,48 14 4 10 017
IS + 1 2 2 0 2 1
IP - 3 4 1 6 2 1 9 3 6 1
IP + 3 4 3 4 2 6
Sobrevidaf
Vivo 8 4 4 037 9 4 5 0,02 10 3 7 061
Obito 4 1 3 4 4 0 5 2

*Teste Exato de Fisher e Log-Rank (sobrevida); * P <0,05; 1 Informagdes perdidas; pT: Tamanho tumoral pelo pTNM; pN: comprometimento linfonodal pelo pTNM; BD: bem diferenciado; MD:
moderadamente diferenciado; PD: pobremente diferenciado. IS: infiltracdo sanguinea; IL: infiltrag&o linfatica; IP: infiltracdo perineural; Evento O: vivo; Evento 1: morte pela neoplasia

LL
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Figura 5.4 — Imagens representativas das marcac¢des imuno-histoquimicas para os anticorpos
DNMT1 (A), DNMT3a (B) e DNMT3b (C). Em A, observamos carcinoma
epiderméide bem diferenciado mostrando marcacdo predominantemente
citoplasmatica nas células mais centrais das ilhotas tumorais. Marcacéo
citoplasmatica e nuclear pode ser observada em B, nas ilhotas tumorais de
carcinoma epidermoide bem diferenciado. Em C, observamos &rea de carcinoma
pouco diferenciado mostrando marcagdo predominantemente nuclear nas células
das ilhotas e cordBes tumorais. Aumento de 100xem A,Be C

5.4 Inducéo da expressao do gene HOXA9

Os dados clinicos referentes aos casos analisados estdo descritos no
(Anexo D).

A linhagem SCC4 foi transfectada com os vetores pCMV6 (controle) e
pPCMV6-HOXA9. Apds a selecao dos clones por meio do antibidtico geneticina
G418, a expressao génica de HOXAGQ foi avaliada por gRT-PCR. Observou-se a
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superexpressao do gene HOXA9 nos clones celulares transfectados com o vetor
pCMV6-HOXA9 em relacdo aos clones controles e a linhagem SCC4 (Grafico
5.31).

Trés clones celulares que apresentaram maior expressdo do mRNA do
gene HOXA9 (SCC4-HOXA9) e um clone celular SCC4-pCMV6 foram
selecionados para a realizacdo dos ensaios de proliferagdo celular,

diferenciacéo, apoptose e migracao.

Expressao normalizada
HOXA9/GAPDH

| T T T

Controle SCC4-HOXA9

Gréfico 5.31 - Expressdo do gene HOXA9, normalizada com o gene constitutivo GAPDH, na
linhagem SCC4 transfectada com o vetor pCMV6 (controle) e dos trés clones
celulares transfectadas com o vetor pCMV6-HOXA9

5.4.1 Efeito da inducéo da expressdo do gene HOXA9 sobre a proliferacao

celular

Houve reducdo no indice de proliferacdo dos clones celulares com
aumento da expressdo do gene HOXA9 quando comparados com o controle,

embora nao significante (p=0,08) como demonstrado no grafico 5.32.
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Gréfico 5.32 - Representacdo gréfica das células positivas para Ki-67. Nao houve diferenca
estatistica significante entre os clones SCC4-HOXA9 e controle SCC4-pCMV6
p=0,08

5.4.2 Efeito da inducéo da expresséo do gene HOXA9 sobre a migragéo

celular

Observou-se uma diminuicéo da capacidade de migracao dos trés clones
pCMV6-HOXA9 em relacao ao pCMV6 (controle) como mostrado no gréafico 5.33.
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Gréfico 5.33 — Inibicdo da migracéo dos trés clones de células transfectadas com o vetor SCC4-
HOXA9 em relagcdo aquela com o vetor pCMV6 (controle) apds 24h de incubacédo
com o meio DEMEN/F12 como fator quimiotéatico
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5.4.3 Efeito da inducdo da expressao do gene HOXA9 sobre a apoptose

celular

A taxa de morte celular foi avaliada através da técnica de TUNEL. Nao
houve diferenca estatistica significante na taxa de morte celular entre a linhagem
celular SCC4 e aquelas com inducdo da expressdo do gene HOXA9. Desta
maneira, foi observado que o aumento da expressédo do gene HOXA9 na

linhagem celular SCC4 n&o promoveu alteracao na taxa de apoptose.

5.5. Analise imunohistoquimica do HOXA9 em carcinoma epidermédide de

boca

Para analise da expressao proteica, foi realizada imunohistoquimica do
HOXA9 em amostras parafinadas de carcinoma epidermdide de boca (Figura
5.5). Nas margens, observou-se uma imunomarcacdo predominantemente
nuclear nas células basais e parabasais do epitélio de revestimento. Nas
amostras tumorais, a imunomarcacdo foi nuclear e citoplasmatica, sendo a
marcacao citoplasmética presente na maioria das células neoplasicas nos
cordfes e ilhotas tumorais. Como descrito na tabela 5.4, ndo foi possivel

correlacionar estatisticamente com parametros clinicos.
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Figura 5.5 - Imagens representativas das marca¢fes imuno-histoquimicas para o anticorpo
HOXA9. Em A, observamos epitélio ndo tumoral mostrando marcacao predominante
nas células basais e parabasais do epitélio de revestimento. Em B, observamos
area de carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado mostrando marcagéo
citoplasmatica na maioria das células neoplasicas. Aumento inicial de 100x em A e
B
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Tabela 5.4 — Correlacdo da expressdo proteica do HOXA9 com as caracteristicas clinico-
patolégicas e desfecho clinico em carcinoma epiderméide de boca

. o N° de Imunomarcacédo HOXA9
Dados clinico-patoldgicos casos P valor*
Negativo Positivo
Localizacao
Lingua 3 1 2 1
Assoalho 13 5 8
Lingua+Assoalho 9 4 5
pT
T14T2 16 5 11
0,11
T3+T4 9 6 3
pN
N+ 13 6 7
0,67
NO 9 3 6
Infiltrac&o Linfatica (IL)*
IL - 15 6 9
0,68
IL + 12 3 9
Infiltracdo Sanguinea (IS)*
IS - 18 8 10 1
IS + 6 3 3
IP - 8 4 4 1
P+ 14 6 8
Infiltrado Inflamatério
peritumoral
Escassa 9 3 6
0,64
Moderada 10 5 5
Sobrevida®
Vivo 16 6 10
o 0,24
Obito 9 5 4

*Teste Exato de Fisher e Log-Rank (sobrevida); ® P <0,05; 1 Informagbes perdidas; pT: Tamanho tumoral pelo pTNM;
pN: comprometimento linfonodal pelo pTNM. IS: infiltragdo sanguinea; IL: infiltragdo linfatica; IP: infiltracdo perineural;
Evento 0: vivo; Evento 1: morte pela neoplasia.
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6 DISCUSSAO

A estimativa para o ano de 2015, segundo Globocan®, é de 324.398
novos casos de cancer de boca e de labio, ou seja, 24.025 mais casos em
relacdo ao ano de 2012, sendo 215.283 casos acometendo homens e 109.115
em mulheres. A mortalidade prevista € de 157.139 casos no mundo. No Brasil,
a estimativa é de 335.751 novos casos, sendo 222.814 em homens e 112.937
em mulheres. A incidéncia varia de acordo com a regiao, principalmente devido
aos habitos de vida associados ao cancer de boca, incluindo fumo, alcool, uso
de betel®®, e também sabe-se que os fatores genéticos predisponentes exibem
papel fundamental para o desenvolvimento da doenca®. Os indicadores de
progndstico utilizados, tais como o estadiamento clinico e a graduacao
histolégica do tumor, ainda n&do conseguem contribuir na predicdo do
comportamento tumoral®?>. Como citado acima, estima-se que a taxa de
mortalidade seja de 50% dos casos em 5 anos, 0 que nao apresentou mudancas
significativas nos ultimos 50 anos apesar do desenvolvimento técnico-
cientifico®®. Sendo assim, torna-se necessario o conhecimento das
caracteristicas moleculares dessa neoplasia para que sejam identificados
marcadores que auxiliem no diagnéstico precoce, definicdo do progndstico e
tratamento desta doenca.

Uma vez que os genes homeobox participam da regulacdo de varios
mecanismos biolégicos importantes para a célula como: controle do crescimento
e proliferacdo celular por meio da interacdo com proteinas que regulam o ciclo
celular e as vias de apoptose, estabelecimento da identidade celular, indugéo de
fatores de crescimento, citocinas e via de sinalizagao intracelular que facilitam a
comunicacdo célula-célula®?4, é justificavel que a expressao aberrante de varios
dos 39 genes HOX tem sido encontrada em varios tipos de céancer afetando
varias das caracteristicas tumorais, incluindo aumento de proliferacao,
angiogénese, invasdo e resisténcia a apoptose®. Embora inicialmente fosse
considerado que apenas a regulacao positiva dos genes homeobox promovesse
carcinogénese, tem se tornado evidente que a perda da expresséo desses genes
também estd associada com este processo®. Um mecanismo comum que

integra o controle da expressao de genes homeobox é o controle epigenético.
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As ilhas CpG na regidao promotora de genes HOX silenciados encontram-se
frequentemente metiladas.

No presente estudo, o gene HOXB5 se destacou por apresentar
expressado elevada no tumor em relacdo a margem, baixa amplificacdo génica,
e a metilagdo do DNA presente nos tumores, sendo essa Ultima correlacionada
com a menor sobrevida de pacientes portadores de carcinoma epidermdide de
boca. A correlacdo dos trés eventos ndo é tdo simples, principalmente em
relacdo a expressdo e metilacdo. Como ja4 demonstrado por Wagner e
colaboradores® na andlise desses dois eventos associando os genes HOX e
fibroblastos, provou-se que existe uma variagao inter-individual, com ilhas CpGs
com padrdes distintos podendo ter um relacao positiva ou negativa na expressao
génica, respeitando outros eventos epigenéticos que ocorrem de maneira
simultanea como a modificacdo em histona e acessibilidade a cromatina. Além
disso, estudos recentes mostraram presenca de SNPs préximas a sitios CpGs,
cujo gendtipo associa a metilagdo®’. A metilacdo pode ser altamente variavel em
todos os tipos celulares com sitios variaveis divididos em duas grandes
categorias: aqueles com correlacdo inversa entre metilacio do DNA e
acessibilidade da cromatina, e aqueles com acessibilidade cromatina variavel e
hipometilacdo do DNA®,

O aumento da expressédo do HOXB5 em carcinoma epiderméide de boca
também foi demonstrado por Tucci e colaboradores??, sendo associado com o
fendtipo maligno da neoplasia, uma vez que houve perda do HOXB5 no tecido
nao neoplasico e ganho no tumor. Além disso, pode ser relacionado com
envolvimento nodal e pior progndstico. Recentemente, expressao alterada dos
genes homeobox tem sido associado com diferentes tumores sélidos, incluindo
mama, pulméo, figado e préostata®39°. A expressdo aberrante dos genes
homeobox incluem trés categorias principais: primeiro, esses genes podem estar
re-expresso nas células e em condi¢bes normais, eles sdo expressos somente
durante o desenvolvimento; Segundo, os genes homeobox podem estar
expressos somente nas células tumorais, porém nao estdo normalmente
expressos durante o desenvolvimento e terceiro, 0s genes homeobox podem
estar pouco expressos nas células malignas derivados dos tecidos em que esses

genes sdo normalmente expressos, nas células diferenciadas adultas®.
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Contudo, os mecanismos envolvidos no processo de hipermetilacdo da
regido promotora de genes supressores tumorais ainda precisam ser melhor
compreendidos. Existem estudos direcionados para a participacdo das DNA
metiltransferases (DNMT) e sua complexa interacdo com as proteinas Polycomb,
que sao fatores cromatina-associados. A metilacdo aberrante tipicamente
encontrada no cancer pode estar relacionada a alteracbes nestas interagoes,
que comprometem a regulagdo precisa do epigenoma de células normais?®.

Embora a metilacdo do DNA ¢é vista como um mecanismo epigenético
permanente, estudos tem observado que a perda da metilagdo pode ocorrer em
contextos especificos de forma passiva e ativa, sendo o mecanismo ativo um
processo enzimatico que remove o grupo metil 5-metilcitosina (5meC)
guebrando a ligacdo carbono-carbono. Por outro lado, a desmetilacdo passiva
do DNA refere a perda do grupo 5meC quando DNMT1 é inibida ou ausente
durante a replicacdo do DNA“. A desmetilacdo do DNA é um mecanismo
epigenético importante para silenciamento de genes transcritos pela RNA
polymerase Il 1% e tem sido relacionada com a estabilidade e manutengéo do
estado da cromatina condensada ou descondensada e eventualmente
determinar a expressdo génica*®. Quando a inibicdo é dada pela acédo do 5-aza,
a desmetilacdo ocorre incorporando dentro do DNA, degradando a DNMT,
diminuindo a expressdo do mRNA da DNMT e niveis de proteina ou reprimindo
a atividade enzimatica da DMNT, levando a mudanca da reativagéo génica'®?.

Sabendo-se que a expressdo de genes DNMT1, DNMT3A e DNMT3B
parece exercer importante funcdo no desenvolvimento do cancer ao afetar o
estado de metilacdo da regido promotora de genes, a expressao dos mesmos
em nivel protéico e de transcritos se fez necessaria a fim de correlacionar com
0S mecanismos regulatérios epigenéticos, sobretudo de genes homeobox
hipermetilados. Corroborando com os nossos achados de expressao proteica de
DNMT3B em amostras teciduais de tumor, Daniel et al. %2 ndo observaram
diferenca significativa nos niveis de DNMT3B ao estudar tecido controle
(hiperplasia epitelial), leucoplasias (com e sem displasia epitelial) e carcinoma
epidermdide de boca (de diferentes graus histolégicos), ndo sendo possivel
diferenciar essas lesbes e nem determinar um valor diagnéstico para este
marcador durante as etapas da carcinogénese. Porém, foi possivel observar

correlacdo do aumento da imunopositividade da DNMT3a com cancer de boca e
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0 uso de alcool, e a DNMT1 com pacientes fumantes. No presente estudo, ndo
correlacionamos com 0s habitos nocivos, porém observamos que o aumento da
expressdo proteica da DNMT3a estava presente em pacientes com menor
sobrevida. O aumento da expressdo ndo s6 da DNMT3a, mas também da
DNMT3b e DNMT1 correlacionada com o pobre diferenciacao histologica e pior
prognosticol®1%4  tem sido encontrada também em outros tumores como
prostata, coloretal, hepatocelular, mama, estdmago e pulm&o04-198,

Apesar das enzimas DNMT3a e DNMT3b serem responsaveis por novas
metilacOes, existe uma diferenca entre elas comprovadas por Baubec et al.
(2015)1°. A enzima DNMT3b possui afinidade por genes com altas taxas de
transcritos, enquanto a DNMT3a possui um comportamento inverso, diminuindo
a metilacdo desses genes. Portanto, o resultado do presente estudo na analise
de expresséo desses genes foi diferente, sendo a DNMT3b com valores mais
altos de expresséo nos tumores frescos.

Ja foi considerado que a andlise de metilacdo pode permitir a identificacdo
de alteracGes epigenéticas como ferramenta diagndéstica sensivel para deteccéo
precoce do cancer'l®, Esses estudos comparam o perfil de metilacdo nos
tumores em relagdo as margens ndo-tumorais, como também tentam associar
os achados com dados clinico-patolégicos. Apesar dos trabalhos ressaltarem a
necessidade de analisar conjuntamente tecido sadio ou margem nao tumoral
adjacente, existem divergéncias na literatura. Enquanto alguns trabalhos
apontam que o tecido sem comprometimento tumoral parece exibir baixas taxas
de metilacdo, principalmente em se tratando de pacientes fumantes!!?, outros
estudos revelam que em tecido histologicamente sadio adjacente a
neoplasialt?!13 e em lesGes cancerizaveis''* também pode exibir altos niveis de
metilacdo, sugerindo que este se trata de um evento precoce. NOS casos
estudados no presente trabalho, de uma maneira geral, todos genes
apresentaram niveis de metilacdo baixo, talvez pelos pacientes incluidos serem
fumantes o que poderia interferir no status de metilacdo. Porém, mesmo assim,
guatro genes se destacaram, sendo eles: HOXA9, HOXB5, HOXB13 e HOXC12,
por apresentarem niveis de metilacdo estatisticamente elevado no tumor em
relacdo a margem, sendo que o HOXB5 pode ser correlacionado com menor
sobrevida. Corroborando, esses mesmos genes encontraram-se com 100% de

metilagdo em linhagens celulares derivadas de carcinoma epidermoide de boca,
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sendo o HOXA9, HOXB5 e HOXC12 na SCC4, e HOXB13 na SCC9, o que foi
confirmado pelo ensaio de desmetilacdo pelo aumento de expressao apds o
tratamento com agente 5-aza.

Segundo o0 nosso conhecimento, ndo existe relatos inter-relacionando
metilagéo e amplificacdo génica em cancer de boca. Encontramos apenas um
estudo realizado em amostras de cancer de mama, em que 0S genes com alta
metilacdo apresentaram um aumento de aberracdes de numero de copias
comparados ao genes com baixa metilacao, sugerindo que os achados podem
ser relevantes para o desenvolvimento de terapias personalizadas que
beneficiaria esses pacientes!'®>. N&o foi possivel realizar essa correlagdo no
presente estudo, pois apenas o gene HOXB13 apresentou-se metilado e
amplificado nos tumores, os demais genes, como HOXBS5, apesar de estar
metilado, possuiu uma baixa amplificacdo no tumor em relagdo a margem. O
gene HOXADS apresentou-se com baixa amplificacéo, porém nao estava metilado
e 0 gene HOXA7, apesar da diferenca estatistica ndo ser significante entre tumor
e margem, observou-se uma predilecdo pela regido de assoalho bucal em
relacdo a lingua.

Dentre os genes homeobox, a metilacdo do gene HOXA9 tem sido
bastante estudada em diferentes neoplasias, como de ovario®, mamall®,
glioma’® e de boca’®. Estudos funcionais tem revelado que a perda do HOXA9
promove crescimento nas células epiteliais mamarias e sobrevivéncia, bem
como alteracdo na morfogénese tecidual. No entanto, restaurando a expressao
do gene HOXA9 o efeito € inverso, reprimindo o crescimento e sobrevivéncia
celular, e observou-se a inibicdo do fendtipo maligno das células de cancer de
mama em cultura e em modelos de xenotransplante de rato!!6. Entretanto, no
cancer de boca, a hipermetilacdo do HOXA9 pode levar a diminuicdo do reparo
do DNA, aumentando o risco de desenvolvimento da neoplasia, particularmente
em pacientes que fumam?®. Além disso, aumentar o risco de metastase
cervical''’. Como demostrado no presente estudo, e corroborando com os
estudos da literatura, a inducdo da expressao do HOXA9 em linhagem derivadas
de carcinoma epidermoide de boca, levaram a diminuicdo da migracéao celular e
apesar de nao ser estatisticamente significante, foi possivel observar uma
tendéncia na diminuigdo da proliferacdo celular, o que poderia contribuir para

diminuicdo da metastase regional. Contudo, o ensaio funcional possibilitou
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verificar que a diminuicdo de expressdo do HOXA9 pode estar associada com o

comportamento migratorio do carcinoma epidermoide de boca.
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7 CONCLUSOES

a. A investigacdo do aumento do numero de cépias foi importante para distinguir
tumor e margem, em relacdo aos genes HOXA5, HOXB5 e HOXB13. E o0 gene
HOXA7 demonstrou predilecdo pela regido de assoalho bucal em relacdo a

lingua;

b. O gene HOXB5 apresentou expressao nos tumores em relacdo a margem

adjacente;

c. De maneira geral, os genes homeobox apresentaram um perfil baixo de
metilacdo, porém foi possivel observar que os genes HOXA9, HOXB5, HOXB13
e HOXC12 apresentaram valores maiores de metilacdo no tumor em relacéo a
margem, sendo que o HOXB5 se destacou por se apresentar metilado nos

pacientes com menor sobrevida;

d. Foi evidente 0 aumento da expressdo dos genes HOXA9, HOXB5 e HOXC12
na linhagem SCC4, e HOXB13 na linhagem SCC9 ap0s o tratamento com 5-aza;

e. O aumento da imunomarcacao da DNMT3a foi correlacionada com pacientes
de melhor progndstico;

f. A inducéo da expressdo do gene HOXA9 promoveu diminuicdo da migragcao

celular.
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ANEXO B

Caso Idade Sexo Local pT pN Recidiva 2°Tumor DifHistol IS IL IP  Seguimento Evento

529T 58 M Lingua 4A 2C N&o MD N&do N&o Sim 901 0
524T 59 M Lingua 2 O N&o MD N&do N&o Sim 771

518T 50 M Assoalho 2 2B N&o MD Nado N&o Néo 733 0
546T 46 M Lingua 3 2b MD N&do Sim Nao 377 1
547T 53 M Assoalho 1 O sim 596 0
592T 61 M Lingua 1 O N&o BD Nado N&o Néo 586 0
639T 83 F  Assoalho 346 1
613T 56 M Lingua 1 2B Néo BD Nado N&o Sim 543 0
611T 62 M Lingua 3 2C Néo MD Nado N&o Sim 530 0
600T 72 M Lingua 4A 2C Sim MD Ndo N&o Sim 607 0
634T 59 M Assoalho 3 2C N&o MD Ndo N&o Sim 148 0
487T 47 m Lingua 4A 2C N&o BD Sim Sim Sim 1020 0
541T 64 M Assoalho 1 X N&o Nado N&o Né&o 691 0
579T 65 M Assoalho 1 O N&o 684 0
597T 59 M Lingua N&o 468 0
575T 59 F Lingua 2 2C N&o PD N&o N&o Néo 659 0
650T

652T 63 M Assoalho 1 1 N&o MD Sim Sim 134 0
689T 77 M Lingua 1 O MD N&o N&o Néao 74 1
648T 70 M Lingua MD 42 1
572T 61 M Lingua 2 0 N&o BD Sim Sim Sim 719 0
578T 63 M Lingua 4A O MD N&do N&o Sim 218 1
619T 61 F Assoalho 2 O N&o PD Ndo N&o Né&o 477 0

pT: Tamanho tumoral pelo pTNM; pN: comprometimento linfonodal pelo pTNM; BD: bem diferenciado; MD: moderadamente
diferenciado; PD: pobremente diferenciado; Dif Histol: diferenciagao histoldgica; IS: infiltragdo sanguinea; IL: infiltragao linfatica; IP:
infiltrac@o perineural; Evento O: vivo; Evento 1: morte pela neoplasia
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ANEXO C
Casos Local TNM  Dif Histol IS IP IL Seguimento Evento
CP3/0046 Lingua T2N2B MD N&o N&o N&o 818 1
CP3/0033 Assoalho  T3NO MD Néo Presente Néo 2054 0
CP3/0280 Assoalho T1N2B MD Néo Presente Néo 1105 0
CP3/0292 Assoalho T2N2C MD Néo Presente Néo 257 1
CP3/0358 Assoalho  T4NO BD Néo Presente 1282 0
CP3/0139 Lingua  T2N2A MD
CP3/0193 Lingua T2N1 BD
CP3/0017 Lingua T2N1 MD N&o N&o N&o 600 1
CP3/0083 Lingua TIN1 MD N&o N&o Presente 1436 0
CP3/0087 Lingua T2N2C MD N&o Presente N&o 1366 0
CP3/0094 Assoalho  T4NO BD Presente Presente Presente 416 1
CP3/0293 Lingua T3NO BD Nao Presente Nao 738 0
CP3/0397 Assoalho T2N2C MD N&o N&o 353 0
CP3/0452 Todos T4NO BD N&o N&o N&o 157 0
CP3/0468 Assoalho T2N2B MD N&o N&o 228 0
CP3/0484 Lingua T2N2B MD Presente Néao Presente 117 0
CP3/0486 Lingua T3NO BD Néao Presente N&ao
CP3/0410 Lingua TIN1 MD N&o 204 0
CP3/216 Lingua T1NO BD N&o N&o N&o 588 1
CP3/419 Lingua T1NO MD N&o N&o 160 0
CP3/432 Assoalho TI1NO BD N&o
CP3/472 Assoalho  T4NO MD Presente N&o Presente 70 0

Dif Histol: diferenciacéo histolégica; BD: bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: pobremente
diferenciado; IS: infiltracdo sanguinea; IL: infiltragdo linfatica; IP: infiltracéo perineural; Evento 0: vivo; Evento 1: morte
pela neoplasia
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ANEXO D
Caso Resultado Sexo Idade TNM LOCALIZACAO IS IL P EVENTO
CP3/0008 positivo M 54 T1NOMO soalho anterior de boca Ausente  Ausente  Ausente 0
CP3/0015 positivo M 57 T4N2CMO soalho de boca + lingua Ausente  Ausente Presente 1
CP3/0029 positivo M 50 T2NOMO assoalho de boca + lingua Ausente  Ausente Presente 0
CP3/0120 negativo F 46 T2NOMO lingua Ausente  Ausente  Ausente 1
CP3/0138 positivo M 75 T2NOMO assoalho de boca Ausente  Ausente  Ausente 0
CP3/0166 positivo M 54 T1NOMO soalho de boca Ausente  Ausente Presente 1
CP3/0172 positivo M 55 T4AN2CMO soalho de boca Ausente Presente Presente 0
CP3/0182  negativo M 54 T4AN1IMO soalho de boca Ausente Presente Ausente 1
CP3/0187  negativo M 59 T2NOMO soalho de boca Ausente  Ausente Presente 0
CP3/0192 positivo M 51 T2NOMO soalho de boca Ausente  Ausente Presente 1
CP3/0234 positivo M 55 T4AN1IMO assoalho de boca Presente Presente Presente 1
CP3/0280 negativo M 52 T1IN2B Soalho de boca Ausente  Ausente Presente 0
CP3/0349 negativo M 59 T4AN2B Lingua+ Assoalho Ausente Presente 1
CP3/0356 negativo M 56 T4AN3 Assoalho + lingua Presente Presente 1
CP3/0449 positivo M 57 T2N2B Lingua, base de lingua Ausente  Ausente  Ausente 0
CP3/0455 negativo M 59 T4AN1 Soalho de boca a direita Ausente  Ausente  Ausente 1
CP3/0462 positivo M 57 TIN2B Soalho de boca Presente Presente Ausente 0
CP3/0541 negativo M 64 TINX lingua e soalho Ausente  Ausente  Ausente 0
CP3/0547  positivo M 53 T1SNX soalho de boca e ventre lingual A Nao- Nao- Nao- 0
valiavel Avaliavel Avaliavel
CP3/0548  positvo M 47  T2N2B borda 'a;eor;'h%e d'g”gggaa direita,  Aisente  Presente Avgﬁgvel 0
CP3/0652  negativo M 63 TIN1 Soalho de boca Presente Presente Av’\;ﬁg\_/el 0
CP3/0708 positivo M 55 T2NO Soalhoa D Ausente  Ausente Presente 0
CP3/0709 positivo M 64 T2N2B Lingua E Presente  Ausente Presente 0
CP3/0732  negativo M 65  T4AN9MX Boca - Lingua + Soalho Ausente Presente Presente 0
CP3/0737  negativo M 52 T4AN2B Lingua + Soalho Presente  Ausente Presente 0

IS: infiltrag8o sanguinea; IL: infiltrac&o linfatica; IP: infiltracdo perineural; Evento O: vivo; Evento 1: morte pela neoplasia



