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RESUMO

Azevedo FM. Expressao génica e proteica de membros da familia HOX
no cancer de mama luminal. S0 Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-

Fundagao Antbnio Prudente].

Os genes homeobox sao fatores de transcricdo que regulam a expressao de
multiplos genes que influenciam o crescimento celular e fazem a mediagao
entre o epitélio e o estroma, regulando a diferenciagcéo especifica de cada
tecido. Sua expressdo é comumente desregulada em tumores, e estudos
indicam que estes genes atuam como oncogenes, promovendo crescimento
celular e invasdo, ou como supressores tumorais, devido a sua atuacdo nos
processos de morfogénese. No caso do céncer de mama, alguns genes
homeobox tem expressao aumentada e outros, reduzida, e em geral ndo ha
ocorréncia de mutagdes. Objetivos: Este trabalho procurou estudar a
expressdo de membros da familia HOX em carcinomas luminais da mama, e
correlacionar essa expressdao com caracteristicas clinico-patologicas,
sobrevida global e livre de doenca; avaliar a correlagéo entre a expressao de
HOXA1 e Receptor de Progesterona; avaliar a correlagdo da expressao de
HOXB7 e de MYC, bem como comparar os resultados da expressao génica
por imunohistoquimica e RT-qPCR. Métodos: Foram selecionados 260
pacientes com Carcinoma Mamario Luminal (CML) diagnosticados entre
2007 e 2010, 29 pacientes com amostras de CML congelados no Biobanco
do AC Camargo Cancer Center, todos pareados com as respectivas
amostras para imunohistoquimica, e 4 casos de tecido mamario normal
congelado oriundos das pacientes doadoras de amostras de tumor
congeladas. A expressdo génica foi pesquisada através dos métodos de
imunohistoquimica e reacdo em cadeia da polimerase da transcricdo reversa
em tempo real. A técnica imunohistoquimica e os ensaios de expressao
génica foram realizados para os genes HOXAL1, HOXA5, HOXA9, HOXBY7,
HOXB9, HOXB13, HOXC13 e HOXD3. Para a técnica de



imunohistoquimica, o numero de células positivas foi quantificado para cada
marcador através do sistema de morfometria e escaneamento de laminas
Aperio ScanScope XT. A quantificagdo relativa de expressdo génica, na
técnica de RT-qPCR foi realizada utilizando o software Sequence Detection
System (Applied Biosystems), e calculada pelo modelo matematico descrito
por Pfaffl. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando os
softwares Excel (Microsoft 2011) e IBM SPSS, versao 24. Resultados:
Houve associacdo com entre a expressdo de HOXB7 e estadiamento
patolégico T ao diagnéstico (p=0,015) e entre a expressdo de HOXC13 e
estadiamento N ao diagnéstico (p=0,002; OR=2,61). Aumento da expressao
de HOXAS9 foi associado com redugdo da sobrevida global (p=0,031; RR:
2,331, 1C95% [1,054-5,157], P=0,037). Nao houve associagdo entre a
expressdo de HOXA1 e Receptor de Progesterona e/ou entre a expressao
de HOXB7 e MYC. A correlagcdo entre a expressao génica por
imunohistoquimica e RT-qPCR foi inexistente, negativa fraca ou positiva
muito fraca. Conclusfes: Aumento da expressdo de HOXB7 é associado
com pior estadiamento patolégico T ao diagndstico. Aumento da expressao
de HOXC13 é associado com maior ocorréncia de metastases linfonodais.

Aumento da expressdo de HOXA9 reduz a sobrevida global.

Descritores: Neoplasias da Mama. Carcinoma in Situ. Genes Homeobox.
Expressao Génica. Diferenciagdo Celular. Genes Reguladores. Estudos

Retrospectivos.



SUMMARY

Azevedo FM. [Gene and protein expression of HOX family members in
luminal breast cancer]. Sdo Paulo, 2019. [Tese de Doutorado-Fundacéao

Antdnio Prudente].

Homeobox genes are transcription factors that regulate the expression of
multiple genes which affect cell growth and make the mediation between the
epithelium and the stroma, so regulating the differentiation of each specific
tissue. Its expression is commonly deregulated in tumors, and studies
indicate that these genes act as oncogenes, promoting cell growth and
invasion, or act as tumor suppressors genes, due to its role in
morphogenesis processes. In breast cancer, homeobox genes can have their
increased or decreased expression, and generally there are no ocurrence of
mutations. Objectives: This work aimed to study the expression of HOX
family members in luminal carcinomas of the breast and to correlate this
expression with clinical-pathological characteristics, global and disease-free
survival; to evaluate the correlation between the expression of HOXA1 and
Progesterone Receptor; to evaluate the correlation of HOXB7 and MYC
expression, as well as to compare the results of the gene expression by
immunohistochemistry and RT-gPCR. Methods: We selected 260 patients
with Luminal Mammary Carcinoma (CML) diagnosed between 2007 and
2010, 29 patients with frozen CML samples in the AC Camargo Cancer
Center Biobank, all paired with the respective samples for
immunohistochemistry, and 4 cases of normal breast tissue frozen from
donor patients with frozen tumor samples. Gene expression was investigated
through the immunohistochemistry and reverse transcription polymerase
chain reaction in real time. Immunohistochemical technique and gene
expression assays were performed for the genes HOXA1, HOXAS5, HOXAGY,
HOXB7, HOXB9, HOXB13, HOXC13 and HOXD3. For the

immunohistochemical technique, the number of positive cells was quantified



for each marker through the morphometry and scanning system of Aperio
ScanScope XT slides. The relative quantification of gene expression in the
RT-gPCR technique was performed using the Sequence Detection System
(Applied Biosystems) software, and calculated by the mathematical model
described by Pfaffl. Results: There was an association between the
expression of HOXB7 and pathological staging T at the diagnosis (p = 0.015)
and between the expression of HOXC13 and staging N at diagnosis (p =
0.002, OR = 2.61). Increased expression of HOXA9 was associated with a
reduction in overall survival (p = 0.031, RR = 2.331, 95% CI [1.054-5.157], P
= 0.037). There was no association between the expression of HOXA1 and
Progesterone Receptor and / or between the expression of HOXB7 and
MYC. The correlation between the gene  expression by
immunohistochemistry and RT-qPCR was non-existent, negative negative or
very weak positive. Conclusions: Increased expression of HOXB7 is
associated with poorer T staging at diagnosis. Increased expression of
HOXB13 is associated with increased occurrence of lymph node metastases.

Increased expression of HOXA9 reduces overall survival.

Key-words: Breast Neoplasms. Carcinoma in Situ. Genes, Homeobox. Gene

Expression. Cell Differentiation. Genes, Regulator. Retrospective Studies.
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1  INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia
1.1.1.1 Incidéncia do cancer de mama

Para o ano de 2018, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma,
s&o estimados 17 milhdes de novos casos de cancer em todo o mundo. O
cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo
(2.088.849 casos), ligeiramente atras das neoplasias pulmonares (2.093.876
casos), € 0 mais comum entre as mulheres, correspondendo a 24,2% de
todos os casos de céancer no sexo feminino. A previsdo de incidéncia
mundial para o ano de 2018 do céancer de mama foi de 2,088 milhdes de
novos casos, sendo a taxa de incidéncia variavel entre as regidées do mundo:
€ maior na Australia e na Nova Zelandia (94,2/100.000) Europa Ocidental
(92,6/100.000) e menor na Africa Média (27,9/100.000) e no Centro-Sul da
Asia (25,9/100.000) (BRAY et al., 2018). As diferentes taxas de incidéncia do
cancer de mama, observadas entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, refletem principalmente a qualidade do sistema de saude
e as diferentes caracteristicas do perfil populacional: nos paises
desenvolvidos, a disponibilidade dos métodos para o diagndstico precoce do
cancer de mama € mais ampla em todo o seu territorio, e a populagéo goza

de melhores condi¢cdes de acesso a tais métodos, além de apresentar mais



fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama, relacionados a
fatores reprodutivos, nutricionais, menstruais e antropomeétricos, explicando
assim as taxas de incidéncia mais elevadas nessas regides. A Figura 1
corresponde ao mapa da incidéncia de cancer de mama em todo o mundo,

estimada para o ano de 2018.
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Fonte: International Agency for Research on Cancer-IARC (2018).
Figura 1 — Estimativa da incidéncia de cancer de mama feminina em todo o
mundo, por 100.000 mulheres, para o ano de 2018.

Observa-se, ao longo do tempo, uma tendéncia de aumento nas taxas
de incidéncia do cancer de mama em paises em desenvolvimento, explicada
por melhora nas condicdes socio-econOmicas e alteracbes dos habitos de
vida das populagbes desses paises, por exemplo: postergamento da
primeira gravidez, redugdo do numero de parturicbes, obesidade e
sedentarismo e maior disponibilidade de métodos diagnosticos. Em

contrapartida, observa-se uma tendéncia de reducao nas taxas de incidéncia



do cancer de mama nos paises desenvolvidos, em parte explicada pela
menor utilizacdo de terapia de reposicao hormonal pés-menopausa a partir
do inicio do século XXI. A Figura 2 revela a tendéncia nas taxas de

incidéncia do cancer de mama ao longo de 20 anos.
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Fonte: IARC (2018).
Figura 2 — Evolucdo temporal daxas de incidéncia do cancer de mama

feminina, ajustadas por idade, em paises selecionados, no perido de 1993 a
2013.

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), a
estimativa para cada ano do biénio 2018-2019 é de 600.000 novos casos de
cancer, incluindo o cancer de pele nao-melanoma, sendo 310.300 novos
casos para o sexo feminino. Temos um numero estimado de 59.700 novos
casos de cancer de mama feminina para cada ano do biénio 2018-2019,

com um risco estimado de 56,33 por 100.000 mulheres (Ministério da Saude,

2018).



As taxas de incidéncia do cancer de mama continuam elevadas
devido ao diagnéstico tardio da doenga. A distribuicdo desses novos casos,
segundo a localizagdo geografica, mostra-se heterogénea entre Estados e
capitais do pais, sendo que nas regides Sudeste (69,5/100 mil), Sul
(73,07/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil), o
cancer de mama feminina sera o mais incidente, e na regiao Norte, o cancer
de mama €é o segundo mais frequente entre as mulheres, com
aproximadamente 19,21 novos casos a cada 100 mil mulheres, superado
pelo cancer de colo uterino nesta regidao (Ministério da Saude, 2018). Na
Figura 3 podemos observar o mapa das taxas de incidéncia do cancer de

mama feminina no Brasil.

Mulheres

B s437-6878
B 45,02-54,36
- 27,13 - 45,01

19,23 - 27,12

Fonte: Ministério da Saude (2018).

Figura 3 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia do cancer
de mama feminina, por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2018,
segundo Unidade da Federacao.



1.1.1.2 Mortalidade por cancer de mama

Ainda para o ano de 2018, o numero estimado de &bitos por cancer
em todo o mundo é de 9,5 milhdes. Destas, 626.679 mil mortes serdo
atribuidas ao cancer de mama, sendo a segunda causa mais comum de
morte por cancer entre as mulheres nos paises desenvolvidos, apenas
superada pelo cancer de pulméo, e a principal causa de mortalidade por
cancer entre as mulheres nos paises em desenvolvimento. O cancer de
mama corresponde a 6,6% do total de mortes por cancer entre as mulheres
em todo o mundo (BRAY et al. 2018). A Figura 4 representa as taxas de

mortalidade por cancer de mama em todo o mundo.

ASR (World) per 100 000
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Fonte: IARC (2018).
Figura 4 — Estimativa da taxa de mortalidade por cancer de mama
feminina em todo o mundo, por 100.000 mulheres, para o ano de 2018.



Nos paises desenvolvidos, a taxa de mortalidade vem diminuindo nas
ultimas décadas, e atualmente a sobrevida em 5 anos é de 85%, valor acima
daquele observado nos paises em desenvolvimento, cuja taxa de sobrevida
em 5 anos para o cancer de mama apresenta valores entre 50 e 60%
(TORRE et al. 2015). Essas diferengas em relagao as taxas de mortalidade
e sobrevida sao explicadas por diagndstico mais precoce e avangos na
terapéutica do cancer de mama nos paises desenvolvidos. Na Figura 5,
observamos a evolucao temporal da tendéncia de mortalidade por cancer de
mama em diferentes paises, desenvolvidos e em desenvolvimento, ao longo

de 33 anos, padronizadas por idade.

W Brasil
o Estados Unidos
- — S— M Inglaterra
—~ Japao
- ) B Argentina
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B Africa do Sul
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[

Taxa por 100.000

Fonte: IARC (2018).

Figura 5 — Tendéncia de mortalidade por cancer de mama feminina em
todo o mundo, por 100.000 mulheres, ajustada por idade, entre os anos
de 1980 e 2013, em paises selecionados.

O Brasil vem apresentando, ao longo dos ultimos 30 anos, um
aumento na taxa de mortalidade por cancer de mama feminina, como

podemos observar na Figura 6. A taxa de mortalidade por cancer de mama



padronizada para o Brasil, em 1982, era de 9,20 por 100.000 mulheres, e
em 2012, 12,10 por 100.000 mulheres. A tendéncia de mortalidade por
cancer de mama feminina no Brasil e em suas macrorregides, a partir de
meados da década de 1990, apresenta uma tendéncia a estabilizacao: antes
desse periodo, havia um incremento anual de 1,6% no aumento da taxa de
mortalidade por cancer de mama, e apos esse periodo, o incremento anual
passou a ser de 0,4% (FREITAS JUNIOR et al. 2012), o que reflete avangos
no tratamento da doenca e expansao da estratégia de diagndstico precoce
da doencga através da utilizagcdo da mamografia, mais disponibilizados a

partir desse periodo.
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Fonte: Ministério da Saude (2014).

Figura 6 — Taxas de mortalidade das 5 localizagbes primarias mais
frequentes em 2012, ajustadas por idade, pela populagdo mundial, por
100.000 mulheres, Brasil, entre 1982 e 2012.



Tabela 1 — Tendéncias de mortalidade por cancer de mama feminina,
entre os anos de 1980 e 2009, no Brasil e em suas macrorregides.

Brasil & suas Tendéncla 1 Tendéncia 1
macrorregides Periodo Taxa Mortalidade Perlodo Taxa Mortalidade
I ——— I

Inicial ~ Final  Inicial ~ Final  APC  (95% CI. p-value)  Inicial ~ Final  Inicial  Final  APC  (95% CI, p-value)

Brasil 1980 1994 92 1.1 16 (11219001 1094 2000 11,7 113 04 (-0,1-0,8:p20,08)
Sul 1980 1994 109 144 22" (1530p<0,01) 1994 2009 144 127 03  (-1003p%031)
Sudeste 1980 1907 123 146 12" (0.816:p<001) 1007 2000 146 126 09" (-1602:p<001)
Centro-Oeste 1980 2009 63 104 19" (1524:p<001)

Norte 1980 2000 41 66 24" (1.9-30p<0.01)

Nordeste 1980 2000 4.2 6.1 21" (\7-25p<001) 2000 2009 61 9,0 53" (3,96,7.p<0,01)
Taxa de mortalidade padronizada por 100.000 mulheres “Estatisticamente significante; p < 0,05

Fonte: FREITAS-JUNIOR et al. (2012)

Um outro fato importante em relacdo as taxas de mortalidade por
cancer de mama feminina no Brasil € a discrepancia existente entre
diferentes areas urbanas e entre areas urbanas e rurais do pais. Nos centros
urbanos da regido Sudeste do pais, as taxas de mortalidade por cancer de
mama sao quase vinte vezes mais baixas que aquelas dos centros urbanos
da regido Norte (GONZAGA et al. 2014). Esses dados refletem as diferengas
sécio-econdmicas que existem entre as diferentes regides urbanas do pais:
regides nas quais a populagdo tem melhores condigbes socio-econbmicas
tem uma taxa de mortalidade por cancer de mama feminina mais baixa. E na
maior parte dos Estados brasileiros, observa-se uma taxa de mortalidade
trés vezes menor nas areas rurais em relacdo aos centros urbanos. Uma
possivel explicagdo para esse fato € a maior exposicao aos fatores de
protecdo pelas mulheres residentes nas areas rurais: multiparidade,

amamentacao e primeira gestagao em idade mais jovem.



1.1.1.3 Fatores de risco para o cancer de mama

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama sao sexo e idade, com maior prevaléncia (99% dos casos), incidéncia
e mortalidade no sexo feminino e aumento do risco com aumento da idade.
Uma mulher que vive nos Estados Unidos tem um risco de 12,4% de ser
diagnosticada com cancer de mama durante toda sua vida. No mesmo pais,
uma mulher de 50 anos tem um risco de 2,3% de ser diagnosticada com
cancer de mama nos préoximos 10 anos, ao passo que mulheres com 30 e
40 anos tem um risco de 0,5% e 1,5%, respectivamente, de desenvolver
cancer de mama nos proximos 10 anos (DESANTIS et al. 2017).

Juntamente com sexo e idade, podemos listar outros fatores ditos
constitutivos, ou seja, inerentes ao individuo, que sdo associados ao
aumento no risco de desenvolvimento do cancer de mama: histéria familiar
de cancer de mama em parentes de primeiro grau, explicado principalmente
pela disfungdo genética dos genes supressores tumorais BRCA1 e BRCA2,
etnia caucasiana e presenca de lesdes proliferativas na mama com atipia
(KAMINSKA et al. 2015).

Obesidade, dieta rica em gordura, sedentarismo e consumo de alcool,
caracteristicas associadas aos habitos de vida, aumentam o risco relativo de
desenvolvimento do cancer de mama (KAMINSKA et al. 2015).

Fatores hormonais que aumentam a exposi¢do ao estrogénio, com
sinergia da progesterona, tais como menarca precoce, menopausa tardia,
nuliparidade e postergamento da primeira gestagdo, e também uso de

contraceptivos orais ou de terapia de reposicao hormonal combinada na
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pos-menopausa, sao altamente associados ao aumento do risco de
desenvolvimento da neoplasia de mama.

Em contrapartida, alguns fatores sabidamente sdo associados a
reducao do risco relativo de desenvolvimento do cancer de mama: menarca
tardia, menopausa precoce, dieta rica em anti-oxidantes, pratica de atividade
fisica, primeira gestacdo em idade mais jovem, multiparidade e
amamentacao (ANDERSON et al. 2014).

No que se refere aos diferentes subtipos moleculares do cancer de
mama, ANDERSON et al. (2014) estudaram a associacdo entre fatores
reprodutivos e subtipos moleculares do cancer de mama. Em se tratando de
tumores positivos para receptores hormonais, os autores encontraram forte
associagcdo com nuliparidade, uso de terapia de reposicdo hormonal e maior
intervalo entre a idade da menarca e da primeira gestagdo, também
associagao com idade avangada da primeira gravidez e menarca precoce, e
associacdo menos consistente com reducao do periodo de amamentacao,
menopausa tardia e uso de contraceptivos orais. Tumores triplo negativos
foram associados com redugdao do periodo de lactacdo e menos
consistentemente com aumento da parturigao, idade mais jovem da primeira
gestacdo e uso de contraceptivos orais. Muito poucos estudos revelaram
associacao envolvendo tumores com hiperexpressao de HER2 e parturi¢ao,
amamentacdo, uso de contraceptivos orais ou de terapia de reposicao

hormonal e idade da menarca, menopausa e da primeira gestacao.
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1.1.2 Rastreamento do cancer de mama

A populacido de risco padrao para o desenvolvimento do cancer de
mama € constituida por mulheres assintomaticas da mesma faixa etaria, ou
seja, sendo considerados apenas idade e sexo como parametros
norteadores das estratégias de rastreamento. Ja a populagdo de alto risco
para desenvolvimento do cancer de mama é constituida por individuos que
apresentam muitos fatores de risco para o desenvolvimento da doenca. Para
essa populagao, as estratégias de rastreamento sio iniciadas em idade mais
precoce em relagao aos individuos da populacado padrao, além da utilizacao
de outros métodos diagndsticos.

Os principais métodos de rastreamento utilizados para o diagndstico
do cancer de mama em sua fase pré-clinica sdo os exames de imagem
mamografia e ressonancia magnética. Nao ha na literatura evidéncias atuais
que recomendem o uso rotineiro de outros métodos diagndsticos no
rastreamento do cancer de mama, tais como ultrassonografia, cintilografia
mamaria ou lavagem ductal. Tais exames podem ser usados apenas em
situacoes especificas.

Para fins de rastreamento ou diagndstico do cancer de mama, deve-
se partir da anamnese e do exame fisico da paciente a ser avaliada. Caso a
anamnese nao revele a presenca de fatores de risco e/ou sintomatologia
relacionados ao cancer de mama e nao sejam detectadas anormalidades
mamarias durante o exame fisico, procede-se a estratégia de rastreamento
do cancer de mama. Pacientes com alto risco para desenvolvimento do

cancer de mama ou com presenga de anormalidades mamarias ao exame
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fisico devem ser incluidas em estratégias de rastreamento especifico e/ou
submetidas a procedimentos diagndsticos.

Em todo o mundo, muito se discute sobre os riscos e beneficios das
estratégias de rastreamento do cancer de mama através do uso da
mamografia, notadamente em relagdo a periodicidade da realizagdo do
exame e em quais faixas etarias deve ser realizado. Sociedades de
especialistas e 6rgdos de controle das politicas de saude de diferentes
paises divergem quanto as recomendagdes de periodicidade e faixa etaria
de realizagcdo do exame mamografico, ou existem divergéncias entre
sociedades de especialistas e 6rgaos de controle da saude em um mesmo
pais.

O Quadro 1 demonstra as recomendacbes para estratégia de
rastreamento do cancer de mama para a populagdo de risco padrdo em

diferentes paises.
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Quadro 1: Estratégias de rastreamento do cancer de mama, de acordo
com diferentes 6rados. em diferentes paises

Organizagao e ano da recomendagéo

Recomendagao

Norweigan Breast Cancer Screening Program
(Noruega), 2010

Mamografia a cada 2 anos para
mulheres com idade de 47 a 73 anos

US Preventive Services Task Force (Estados
Unidos), 2009

Mamografia a cada 2 anos para
mulheres com idade de 50 a 74 anos

United Kingdom National Health Service Breast
Screening Program (Reino Unido), 2010

Mamografia a cada 3 anos para
mulheres com idade de 47 a 73 anos

Canadian Task Force on Preventive Health Care
(Canada), 2011

Mamografia de rotina para mulheres
com idade de 50 a 74 anos

National Cancer Institute (Estados Unidos), 2012

Mamografia a cada 1 ou 2 anos para
mulheres com idade = 40 anos

Breast Screen Australia Program (Australia), 1996

Mamografia a cada 2 anos para
mulheres com idade de 50 a 69 anos

American Cancer Society (Estados Unidos), 2013

Mamografia anual iniciada aos 40
anos de idade

SBM, CBR, FEBRASGO (Brasil), 2012

Mamografia anual entre 40 e 69 anos
de idade

Ministério da Saude (Brasil), 2015

Mamografia a cada 2 anos

National Centre for Screening Monitoring (ltalia),
2005

Mamografia a cada 2 anos para
mulheres com idade de 50 a 69 anos

SBM: Sociedade Brasileira de Mastologia; CBR: Colégio Brasileiro de Radiologia e Diagndstico por Imagem;
FEBRASGO: Federagéo Brasileira das Associagdes de Ginecologia e Obstetricia

Recomendagbes da European Society of Medical Oncology (ESMO)
preconizam o rastreamento do cancer de mama em mulheres com risco
padrdo a ser realizado na faixa etaria de 50 a 69 anos com mamografia
bianual, ndo havendo recomendagao-padrao para outras faixas etarias. As
mesmas recomendagdes sdo validas para a Japanese Society of Medical
Oncology (JSMO).

No Brasil, o Ministério de Salde, através da Portaria Portaria N° 61,
de 1° de outubro de 2015, preconiza que o rastreamento do cancer de
mama, na populacdo de risco padrao, deve ser realizado na faixa etaria de

50 a 69 anos, com mamografia bianual.
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Mesmo que o rastreamento do cancer de mama através do uso da
mamografia seja uma das intervengdes mais estudadas e debatidas nas
ultimas décadas, muitas controvérsias ainda persistem sobre o assunto,
sendo os principais pontos de divergéncia a idade ideal para inicio do
rastreamento e a periodicidade da realizagdo do exame mamografico. O
maior consenso existente na literatura € a realizagdo da mamografia a cada
2 anos em mulheres com idade entre 50 e 69 anos. A eficacia do
rastreamento em mulheres com idade entre 40 e 49 anos e com 70 anos ou

mais € bastante questionada em todo o mundo.

1.1.3 Diagnostico do cancer de mama

O diagndstico do cancer de mama € baseado na combinagdo da
avaliagao clinica com um método de imagem e na confirmagéo por exame
histopatolégico (SENKUS et al. 2013).

A anamnese deve incluir avaliacdo da idade da paciente, status
menopausal, historia familiar de cancer de mama e pesquisa de queixas que
possam estar relacionadas ao cancer de mama, tais como surgimento de
nddulo em mama e/ou regido axilar, além de eventual doenga metastatica
em 0sso0s, pulmdes ou figado. O exame fisico deve constar de inspecao e
palpagdo bimanual das mamas e da regidao axilar, além da pesquisa de
doencga metastatica. Métodos de imagem com finalidade diagndstica incluem
a mamografia bilateral e ultrassonografia das mamas e regido axilar. A
ressonancia magnética ndo € um método que deve ser utilizado na rotina

diagndstica, podendo ser empregado em situagdes como: histéria familiar de
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cancer de mama associado a mutagées nos genes BRCA, implantes
mamarios, carcinoma lobular invasor ou quando ha grandes disparidades
entre a avaliagdo clinica e os resultados dos métodos de imagem
convencionais (SENKUS et al. 2013).

A confirmagao do diagndstico do cancer de mama é feita através da
avaliagao histopatoldgica, obtida preferencialmente através de bidpsia por
agulha grossa (core biopsy) guiada por ultrassonografia ou estereotaxica
(SENKUS et al. 2013). No diagndstico histopatolégico, devem constar
informagdes como tipo histolégico, grau tumoral e status dos biomarcadores
receptor de estrogénio, receptor de progesterona e HER2. Avaliagao
histopatolégica de linfonodos axilares no momento do diagndstico deve ser
realizada apenas na suspeita clinica de metastases, 0 mesmo se aplicando

para pesquisa de metastases viscerais.

1.1.4 Estadiamento do cancer de mama

O estadiamento consiste em avaliar a extensao locorregional e a
distancia da neoplasia, auxiliando na conduta terapéutica mais adequada
para cada caso e na elaboragdo do progndéstico das pacientes. O sistema
TNM é o mais utilizado, levando em consideragao a neoplasia (parametro T),
o acometimento de linfonodos regionais (parametro N), e a pesquisa de
metastases a distdncia (pardmetro M). Através da correlagdo entre os
parametros T, N e M se estabelece o estadiamento final do cancer de

mama, cujo resultado encontra-se no anexo 1.
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Para fins de estadiamento do cancer de mama, podem ser utilizados
exames laboratoriais, tais como hemograma, glicemia, ureia, creatinina,
fosfatase alcalina e aminotransferases hepaticas, além de eletrocardiograma
e radiografia de térax. Em casos selecionados, tais como doenga avangada
ao diagndstico, alteragdo de exames laboratoriais ou sintomatologia dssea,
podem ser utilizados ultrassonografia abdominal, cintilografia 6ssea,
tomografia computadorizada de térax e abdome, ressonancia magnética e

PET-CT.

1.1.5 Tratamento do cancer de mama

Para o tratamento do cancer de mama, diversas modalidades
terapéuticas podem ser utilizadas, isoladamente ou, mais comumente, em
associacao, levando-se em consideracao as especificades de cada caso.
Dentre as opgdes terapéuticas disponiveis, tem-se cirurgia, radioterapia,
quimioterapia neoadjuvante e adjuvante, hormonioterapia e terapia-alvo
molecular.

Varios sdo os parametros norteadores da modalidade de tratamento a
ser empregada, entre eles algumas caracteristicas clinicas das pacientes,
estadiamento TNM, edstadiamento progndstico, caracteristicas patoldgicas e
imunofenotipicas da neoplasia e a realizacdo ou nao de tratamentos prévios.
Essas caracteristicas também sao consideradas para classificar o risco de
recorréncia da doenga em baixo, moderado ou alto, orientando assim a
administragcdo de tratamento quimioterapico adjuvante: as pacientes mais

beneficiadas seriam aquelas com tumor com maior risco de recorréncia.
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1.1.6 Classificagcdo molecular do cancer de mama

Cerca de 75% dos tumores de mama correspondem ao tipo
histolégico “ndo especial’, enquanto os demais 25% correspondem a pelo
menos 17 outros tipos histolégicos de cancer de mama, cada um deles
correspondendo a uma proporg¢ao discreta (WEIGELT et al. 2008). Nos dias
atuais, esta claro que o cancer de mama € uma doenga heterogénea, com
importantes variagbes em suas caracteristicas histolégicas e biolégicas em
decorréncia de seu perfil genético, epigenético e transcriptomal, acarretando
em diferencas fenotipicas, as quais se refletem no tratamento e no
prognédstico dessa doencga (ELIYATKIN et al. 2015).

Tradicionalmente, o cancer de mama € classificado de acordo com
seu tipo histolégico e grau tumoral, este atribuido a partir de um escore que
considera o grau nuclear, formagdo de tubulos e contagem de mitoses
(ELSTON e ELLIS 1991). O laudo histopatolégico constitui um importante
instrumento diagndstico e de orientagéo terapéutica para o cancer de mama,
porém € insuficiente em descrever as diferencas existentes entre tumores de
pacientes que tem o mesmo tipo histolégico, 0 mesmo grau € o0 mesmo
estadiamento no que diz respeito a fatores progndsticos e preditivos, e
também em relacido a utilizacdo de terapias-alvo para o cancer de mama,
tais como moduladores seletivos do receptor de estrogénio (tamoxifen) ou
trastuzumab, utilizado em tumores com amplificagdo de HER2 (ELIYATKIN
et al. 2015).

PEROU et al. (2000) pesquisaram o perfil de expressdao génica em

amostras de tecido mamario tumoral e ndo tumoral, pertencentes a 42
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individuos diferentes, dentre 8102 genes humanos. Os autores relataram
que os tumores tem muita variagdo de expressao génica entre si, e que
essas diferencas sao maiores entre tumores pertencentes a pacientes
diferentes do que em diferentes amostras de tumores pertencentes ao
mesmo paciente. Assim sendo, os tumores poderiam ser classificados de
acordo com o perfil de expressdao génica, e propuseram a expressao
“classificacdo molecular” para o cancer de mama. A classificacdo proposta
por esses autores divide o cancer de mama em grupos, de acordo com seu
perfil de expressao génica, a saber: (1) luminal, que pode ser subdivido em
em luminal A e luminal B, os quais expressam receptor de estrogénio,
reguladores do receptor de estrogénio, citoqueratinas e outros genes
normalmente expressos nas células luminais de tecido mamario normal; (2)
superexpressao de HER2, refletindo amplificacdo de hiperexpressao de
HER2; e (3) basal, que ndo expressam receptor de estrogénio, receptor de
progesterona e HER2, mas expressam genes habitualmente expressos por
células basais / mioepiteliais do tecido mamario normal. Na pratica clinica,
justamente pela auséncia de expressao de receptores hormonais e do
HERZ2, sdo chamados de “triplo-negativos”.

De acordo com o National Comprehensive Cancer Network (NCCN), o
cancer de mama é classificado em 4 subtipos de acordo com o status de
expressdo de receptores hormonais (RH) e HER2: RH*/HER2", RH'/HER2",
RH/HER2" e RH/HER2 (National Comprehensive Cancer Network, 2016).
Considerando a classificagcao de Saint Gallen 2015, o cancer de mama é

subdividido em 5 subtipos: luminal A, com alta expressdo de receptores
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hormonais (RE e RP), HER2 negativo, Ki67 < 14%, estadio T1 ou T2 e NO
ou N1 ao diagnéstico; luminal B/HER2 negativo, o qual apresenta baixos
indices de expressao de RE e RP, auséncia de expressdo de HER2, Ki67 >
20%, estadiamento T3 e N2 ou N3 ao diagnéstico, grau histologico 3 e
invasdo angiolinfatica extensa; luminal B/HER2 positivo (com expressao de
receptores hormonais e positivo para HER2); HER2, negativo para
receptores hormonais e positivo para HERZ2; and triplo negativo, negativo
para expressao de receptores hormonais e de HER2 (COATES et al. 2015).

Carcinomas do tipo luminal A sdo positivos para a expressdo do
receptor de estrogénio e apresentam baixo grau histoldégico. Tumores do tipo
luminal B também expressam receptor de estrogénio, porém podendo
expressar baixos niveis de receptores hormonais e apresentam alto grau
histolégico. Uma outra caracteristica que diferencia os tumores luminais
esporadicos dos basais é a associagéo da disfungao da via de BRCA1, gene
supressor tumoral envolvido no reparo do DNA, ativagcdo do ciclo celular e
manutencdo da estabilidade cromossdmica, causada por metilacdo da
regidao promotora de BRCA1, inativagdo durante a transcrigdo ou por ambos
0s mecanismos. Esses achados estdo em consonancia com o fato de
praticamente todos os tumores com mutacdo de BRCA1, esporadicos ou
germinativos, serem do subtipo basal (SOTIRIOU e PUSZTAI 2009).

Ndo somente em relacdo ao perfil de expressdo génica, esses
subgrupos também diferem quanto a correlagdo clinica e histologica,
progndstico e resposta a terapia. Tumores subtipo luminal A totalizam 50%

dos carcinomas mamarios invasivos, geralmente com histologia do tipo n&o
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especial de baixo grau histolégico, tubular, cribriforme ou lobular classico,
tem boa resposta a terapia enddécrina (moduladores seletivos do receptor de
estrogénio ou inibidores da aromatase), resposta variavel a quimioterapia e
bom prognéstico. Os tumores do subtipo luminal B respondem por 20% dos
carcinomas mamarios invasivos, apresentam indice proliferativo e grau
histolégico mais altos que tumores do subtipo luminal A, geralmente tem
histologia do tipo ndo especial ou micropapilifero, sua resposta a terapia
enddcrina é variavel, porém nao tdo boa quanto os tumores do subtipo
luminal A, e tem resposta a quimioterapia também variavel, porém melhor
que tumores do subtipo luminal A, e progndstico ndo tdo bom quanto os
tumores luminal A. Tumores com hiperexpressdo de HER2 correspondem a
15% do total dos carcinomas mamarios, tem alto grau histolégico e alto
indice proliferativo, histologia do tipo nédo especial de alto grau, maior
ocorréncia de metastases linfonodais, boa resposta a terapia-alvo com
trastuzumab, resposta a quimioterapia com antraciclinas e prognéstico
desfavoravel. Por fim, tumores basais correspondem a cerca de 15% do total
de carcinomas mamarios invasivos, apresentam alto indice proliferativo,
histologia do tipo ndo especial de alto grau, metaplasico ou medular,
auséncia de resposta a terapia enddcrina e/ou com trastuzumab,
sensibilidade a quimioterapia com drogas do grupo platinas (esquemas
contendo Antraciclina e Taxano) e na maioria das vezes tem o pior

prognéstico (ELIYATKIN et al. 2015).
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1.2 GENES HOMEOBOX

1.2.1 Definicdo e histoérico

Os genes homeobox (HOX genes) sdo genes reguladores do
desenvolvimento, através da atuagdo no comando de ordenagdes genéticas
que regulam aspectos relacionados a embriogénese, morfogénese,
diferenciagao celular e regeneracédo em organismos simples e complexos
(NUNES et al. 2003). Sao expressos durante o desenvolvimento embrionario
em todos os o6rgdos e tecidos (e também durante toda a vida adulta) e
altamente conservados ao longo da evolugao das espécies (LAPPIN et al.
2006). Tem essa denominag&o por possuirem uma sequéncia caracteristica
de DNA, o homeobox, a qual consiste em uma sequéncia de 180 pares de
bases, e codifica uma proteina nuclear especifica, a homeoproteina (ou
homeodominio), com 60 aminoacidos, que atua como fator de transcrigao,
promovendo ativagao, inibicdo ou modulagdo dos genes-alvo. A estrutura
dessa proteina tem a conformagao hélice-alca-hélice, sendo que a terceira
hélice, conhecida como hélice de reconhecimento, insere-se no sulco
principal do DNA, e a extremidade amino-terminal insere-se no sulco menor
adjacente (Figura 7). Em diferentes organismos, observa-se uma similarida
de na sequéncia de aminoacidos do homeodominio, bem como nos padrdes
de expressdao durante o0 desenvolvimento. Acredita-se que as
homeoproteinas atuem em genes que promovem a formagédo de moléculas
de adeséo, proteinas da matriz extracelular e fatores de crescimento (CARE

et al. 1996).
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Hélice 3

Extremidade
amino-terminal

Fonte: Adaptado de ROSE et al. (2017).
Figura 7 — Representacdo esquematica do homeodominio e da ligagao
ao DNA.

Antenas Patas

Antennapedia

Bitorax

Haltere

Fontes: LINDSLEY e GRELL (1972).
Figura 8 — Mutag¢des Antennapedia e Bithorax.

Os genes homeobox foram primeiro descobertos ao se pesquisar
duas mutagdes ocorridas no genoma da mosca da fruta Drosophila
melanogaster, as quais provocaram a troca de um segmento corporal por
outro, fendbmeno conhecido como homeose (na ocasido, houve troca de
antenas por patas, e de um haltere, érgao relacionado ao equilibrio nesses
animais, por parte de uma asa — mutagdes conhecidas como antennapedia e

bithorax, respectivamente, como demonstrado na Figura 8. Mais tarde, foi
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descoberto que os mutantes antennapedia constituiam um grupo de 5 genes
homeobox (Lab, Pb, Dfd, Scr e Antp) e os mutantes bithorax na verdade
faziam parte de um grupo de 3 genes homeobox (Ubx, Abd-A e Abd-B)

(GRIER et al. 2005).

1.2.2 Estrutura dos genes homeobox

Estruturalmente, os HOX genes de mamiferos sao pequenas
moléculas, contendo apenas dois éxons e um intron, variando de apenas
algumas poucas bases (menos de 200) até varios kilobases. O homeobox,
regido responsavel pela codificagdo do homeodominio, sempre encontra-se
no interior do segundo éxon. Proteinas conhecidas como nao-HOX, tais
como TALE (three-amino-acid-loop-extension) proteinas PBX e MEIS,
funcionam como cofatores para o homeodominio, reforcando sua afinidade e
especificidade na ligagdo ao DNA. Ligam-se a sequéncias curtas de
aminoacidos, flanqueando o homeodominio. Amplamente expressas em
tecidos fetais e adultos, TALE proteinas PBX ligam-se preferencialmente a
extremidade 3’ do homeodominio, enquanto que proteinas MEIS interagem
com a extremidade 5. A Figura 9 mostra a representagdo esquematica da
estrutura de um gene homeobox e do homeodominio, com sitio de ligagcéo
da TALE proteina PBX.

A sequéncia homeobox também ¢é verificada em genes néo
homedticos da Drosofila, os quais ndo estdo localizados de forma agrupada
em seu genoma, mas sim de forma dispersa: sdo os chamados genes nao

agrupados ou divergentes.
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Fonte: Adaptado de GRIER et al. (2005).
Figura 9 — Estrutura do gene homeobox e da homeoproteina.

1.2.3 Classificacado dos genes homeobox

Diversas sao as formas de subdivisdo que podem ser utilizadas para
esses genes, por exemplo subdividindo-os em superclasses, classes e
subclasses ou grupos. Porém, a forma mais consensual de classificagao é
agrupa-los em familias, justamente por melhor refletir a diversidade
evolutiva, agrupando os genes mais similares entre si em familias, e as
familias em classes, e assim por diante (HOLLAND et al. 2007).

Em vertebrados, a familia dos genes homeobox se divide em duas
subfamilias: os genes agrupados, conhecidos como HOX genes ou classe |
(contrapartida dos grupos antennapedia e bithorax em Drosophila), e os nédo
agrupados ou divergentes.

Os HOX genes tem grande homologia em relacdo aos genes
homeobox que foram descobertos da Drosophila (estes conhecidos como
complexo homedtico, HOX-C), e em humanos, sédo representados por pelo

menos 39 genes agrupados em 4 grupos genémicos (HOXA, HOXB, HOXC
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e HOXD), os quais postula-se que surgiram por duplicacao e divergéncia de
HOX gene ancestral comum (IZPISUA-BELMONTE e DUBOULE 1992).
Estédo organizados em 13 grupos paralogos, baseando-se na semelhanca da
regidao homeobox e na localizag&o no interior de cada grupo, e localizados
em diferentes cromossomos: 7p15, 17921.2, 12913 e 2921,
respectivamente, e contendo entre 9 e 11 genes. Genes homeobox dos
grupos 1 a 8 sdo mais estritamente relacionados ao antennapedia — Antp, e

grupos de 9 a 13, mais ligados ao abdominal-b — Abd-B.

1.2.4 HOX genes e embriogénese

Durante a embriogénese, os HOX genes sao expressos em um
padrdo que corresponde a sua localizagao espacial ao longo do eixo antero-
posterior: 0s genes localizados mais proximos da extremidade 3’, em geral
de numero mais baixo, por exemplo HOXA1, sdo expressos nas porcoes
mais anteriores e mais precocemente, enquanto aqueles localizados mais
proximos da extremidade 5, em geral com numeros mais altos, como
HOXA13, sdo expressos na porgcao posterior e mais tardiamente. Vemos,
portanto, que a expressao dos HOX genes durante a embriogénese reflete
sobretudo as suas respectivas posigcdes cromossémicas, obedecendo ao
principio da colinearidade (espacial e temporal) (GRIER et al. 2005). Em
areas adjacentes as areas de expressao génica, ocorre o fenbmeno da
prevaléncia posterior: 0s genes expressos posteriormente e mais
tardiamente tem dominéncia sobre os genes expressos anteriormente e

mais precocemente (QUINONEZ e INNIS 2014). A Figura 10 demonstra a
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localizacdo dos HOX genes humanos nos respectivos cromossomos, bem
como a semelhanga funcional com os genes do complexo homedtico da
mosca Drosophila.

Na formagcédo do embrido, determinados grupos de células,
conhecidas como dominios funcionais, tornam-se responsaveis pela
formacado de determinadas estruturas corporais viscerais e de sustentacao.
Para tal, necessitam de informagdes adequadas acerca de localizagao
espacial e expressao temporal visando a formagdo de uma estrutura em
especifico. E a expressdao dos HOX genes nesses dominios funcionais, ao
longo do eixo antero-posterior, codifica a formagéao de estruturas especificas,
tais como visceras e membros, em sua respectiva e adequada localizacao
(LAPPIN et al. 2006).

No processo de formagdo dos membros dos vertebrados, HOX genes
definem padrdes de desenvolvimento. Nas porgdes proximais, onde se
desenvolvem o fémur e o umero, observa-se expressao de HOXA9, o qual
também é expresso, juntamente com HOXA10 e HOXA11, nas porgoes
anteriores dos membros, regido de desenvolvimento do radio e da ulna ou
da tibia e fibula. Nas porcdes distais dos membros (punho e tornozelo), séo
expressos os genes de HOXA9 a HOXA13. Um padrdo semelhante de
expressao é encontrado para o cluster HOXD. Pelo menos 23 genes HOX

sdo expressos durante a formagao dos membros (LAPPIN et al. 2006).
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Fonte: Adaptado de LAPPIN et al. (2006).
Figura 10 — Localizagdo dos HOX genes em humanos e semelhanga
funcional com HOM-C da Drosophila.

Em relagdo a formagdao dos pulmbdes em humanos, os genes da
extremidade 3’ dos clusters HOXA e HOXB sdo expressos em maior
concentragdo nos estagios iniciais da ontogénese, com progressiva
diminuicao de sua expressdo a medida que avanca o processo de formacao
pulmonar. No entanto, o gene HOXA5 permanece expresso em altas
concentragbes até o término da morfogénese pulmonar, desde a formagao

da arvore brénquica até a maturagao do pulmao (LAPPIN et al. 2006).
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1.2.5 HOX genes na vida adulta

Além de serem expressos durante a embriogénese, durante a qual
desempenham papel importante na formagado de 6rgaos, os HOX genes
também sao expressos na vida adulta. Nao obstante, cada érgéo ou tecido
apresenta padroes especificos de expressdao (SVINGEN e TONISSEN
2003).
Na vida adulta, apenas alguns HOX genes esporadicos sédo ativos em
células normais (CILLO et al. 2001). TIBERIO et al. (1994), demonstrou a
expressdo de 11 HOX genes no pulmdo normal de adultos, restrita a
expressdo de 5 genes da extremidade 3’ do locus HOXA (HOXA2 até
HOXAG6), o mesmo ocorrendo com o locus HOXB (HOXB2 a HOXBG6) e
HOXD1. Considerando outros 6rgaos, tais como rim e colon, CILLO et al.
(1992) e DE VITA et al. (1993) também demonstraram resultados
semelhantes de expressdo dos HOX genes: cada é6rgao tem um padréo
especifico de expressao, diferindo entre si quanto aos genes ativos ou
silenciados, e os genes ativos diferem entre si quanto ao tamanho da regiao
transcrita, corroborando a ideia de diferentes padrdées de expressdo dos
HOX genes em diferentes érgéos ao longo do eixo antero-posterior do
embrido. MAGLI et al. (1991) demonstrou que os HOX genes exibem
padroes especificos de expressdao em diferentes linhagens de células
hematopoiéticas, que agem ou sao inativos em conjunto, sugerindo a

participacdo desses genes no inicio da diferenciagdo hematopoiética.
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1.2.6 HOX genes, oncogénese e neoplasias

Os processos de embriogénese e carcinogénese compartilham muitas
caracteristicas comuns, sendo que muitos consideram a tumorigénese como
uma forma aberrante de organogénese, sendo que muitas vias metabdlicas,
por exemplo Wnt, sdo desreguladas em varios tipos diferentes de cancer, e
essa desregulacao contribui significativamente no processo de formagao e
proliferagcdo das neoplasias. De modo analogo, HOX genes também
constituem exemplos de intima relagéo entre organogénese e tumorigénese,
visto que muitos HOX genes sao expressos de forma aberrante em
neoplasias (SAMUEL e NAORA 2005).

Diversos sdo os mecanismos genéticos que causam desregulagao
dos genes homeobox: translocagbes, perda de heterozigose, amplificagéo
génica, metilacgdo do DNA, modificagdo da cromatina e repressao da
expressao por RNA nao codificantes (HARIA e NAORA 2013). O Quadro 2
traz alguns exemplos de mecanismos genéticos responsaveis pela

desregulagdo de HOX genes e respectivas neoplasias associadas.
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Quadro 2 - Alguns exemplos de mecanismos genéticos associados a
tumorigénese dos HOX genes

Alteragéo genética Exemplo Neoplasia
Translocagéo t(7;11)(p15;p15) Leucemia Mieloide Aguda
NUP98-HOXA9
Perda de heterozigose 8p21 Carcinoma de prostata
NKX3.1
. ~ 17921-22 .
Hiperexpressao HOXB7 Carcinoma de mama
Metilagdo do DNA HOXA10 Carcinoma de endométrio
Alteracao da cromatina Caudas de residuos Carci
. arcinoma de mama
de histona
RNA néo codificante RNA néo codificante longo Carcinoma de mama
HOTAIR

Em geral, podemos dividir os padrdes inapropriados de expressao
dos genes homeobox em 3 categorias: (1) re-expressdao dos HOX genes em
tumores oriundos de tecidos que expressam os HOX genes normalmente
durante a embriogénese: 0os genes sdo expressos predominantemente no
inicio da morfogénese, inativados apdés a diferenciacdo tecidual e re-
expressos de forma aberrante em tumores, como ocorre em tumores renais,
cerebrais e mamarios. Esta € a forma mais comum de tumorigénese
associada aos HOX genes, em geral os HOX genes envolvidos nesse
processo exibem atividade promotora de proliferacdo tumoral (HARIA e
NAORA 2013); (2) genes homeobox sdo expressos em tumores derivados
de
tecidos que ndo os expressam durante a embriogénese: meduloblastoma
com expressao de PAXS5, gene ndo expresso no cerebelo neonatal; e (3)

HOX ge-
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nes desregulados (“downregulated”) em tumores derivados de tecidos que
expressam HOX genes em diferentes estagios da morfogénese. Isso ocorre
tipicamente com genes expressos mais tardiamente no processo de
diferenciagcado tecidual, cuja expressdao €& mantida apds completada a
formagao do 6rgao, e desregulada durante a progressao tumoral, e 0s genes
homeobox envolvidos nesse processo geralmente tem atividade de
supressor tumoral (HARIA e NAORA 2013). Nkx3.1 é expresso no tecido
prostatico na vida adulta, e perdido na neoplasia da prostata
(CHRISTENSEN et al. 2008).

Ha uma variedade de mecanismos celulares e moleculares através
dos quais os HOX genes desencadeiam eventos cruciais a carcinogénese, a
saber: (1) estimulagdo continuada de vias de proliferagdo, através da
estimulagdo autdcrina por fatores de crescimento. Por exemplo, HOXB7
induz transcri¢ao do gene do Fator de Crescimento de Fibroblasto-2 (FGF-2)
e induz o crescimento de melanomas e carcinomas de mama e ovario
(CARE et al. 1996), e HOXA9 induz a expressdo de ciclina D1 em células
leucémicas através da ligacdo ao Fator de Iniciacdo da Tradugdo elF4E e
estimula exportagdo do RNAm da Ciclina D1 dependente de elF4E
(TOPISIROVIC et al. 2005); (2) evasdo de supressores de crescimento,
como ocorre com CDX2 ao induzir a expressdo do inibidor de quinase
dependente de ciclina (CDK) através de ativagdo transcricional, mas
estabiliza os niveis da proteina inibidora de CDK através de um mecanismo
nao transcricional; (3) resisténcia a morte cellular: HOXA10 estimula a

formagdo de agregados de células de tumores ovarianos, tornando-as
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resistentes a anoiquia; (4) angiogénese, mecanismo pelo qual muitas
homeoproteinas induzem crescimento e progressao tumoral por estimulo
pré-angiogénico, caso de HOXB7 que induz o fator de crescimento do
endotélio vascular A (VEGF-A) e fator de crescimento de fibroblastos 2
(FGF-2), estimulando a angiogénese em carcinomas de mama e mieloma
multiplo (CARE et al. 2001); (5) uma das principais caracteristicas das
neoplasias é a habilidade de invader tecidos adjacentes e colonizar sitios a
distancia, processo fundamentalmente relacionado a perda do fendtipo
epitelial e aquisicao de caracteristicas mesenquimais, ao que chamamos de
transicao epitélio-mesénquima, processo induzido por TGF-B3. Sabe-se que
HOXA10 induz a transicao epitélio-mesénquima e inibe invasividade, e sua
expressao é silenciada em carcinomas endometriais de alto grau (YOSHIDA
et al. 2006).

Alteracdes na expressao de varios dos HOX genes é observada em
varias malignidades, solidas e hematoldogicas, porém ainda permanece
incerto se essas alteragdes sao causas ou consequéncias da tumorigénese
(SAMUEL e NAORA 2005). Postula-se que a inativagdao dos HOX genes
leva a ativagdo de fungdes de desenvolvimento normalmente nao
observadas nesses genes, contribuindo assim para formacéo e progressao
de tumores. Homeoproteinas atuam durante angiogénese, proliferagao,
adesao e migragao celular, diferenciacao e apoptose, e alteragdes nessas
proteinas certamente podem desencadear um processo de tumorigénese,
bem como estimular a progressao tumoral (GRIER et al. 2005). GIDEKEL et

al. (2003) demonstraram que o gene Oct-4 esta envolvido na tumorigénese
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de células germinativas de forma dose-dependente, revelando importantes
diferencas importantes entre os HOX genes e os demais oncogenes: HOX
genes sao tecido-restritos, muitas vezes desenvolvimento-restritos, podem
estar associados a estagios precoces de tumorigénese e sao dosagem-
sensiveis, fazendo-os, dessa forma, interessantes alvos terapéuticos.
BHATLEKAR et al. (2014) pesquisaram o envolvimento dos HOX
genes no processo de oncogénese. Os autores descobriram que os HOX
genes estao envolvidos no processo de formagao de varios tipos de cancer,
promovendo a carcinogénese ao codificar proteinas que atuam como fatores
transcricionais reguladas positivamente em células neoplasicas, estimulando
vias de sinalizacdo que conduzem ao processo de oncogénese, e também

atuando como fatores de supressao de determinadas vias metabdlicas.
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Fonte: Adaptado de BHATLEKAR et al. (2014).

Figura 11 — Expressédo aberrante de HOX genes em alguns tumores
sélidos humanos.

A exemplo do que acontece no processo de formagao dos 6rgéos,
nas neoplasias também se observa a expressdo de genes especificos em

diferentes tipos de neoplasias. Dentre todos os HOX genes em humanos,
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apenas dois deles, HOXC10 e HOXC12, nao tiveram sua expressao
detectada em tumores sélidos. A Figura 11 representa a relagdo de HOX
genes expressos em alguns tipos de tumores sélidos em humanos.

Diversos estudos pesquisaram a expressao dos HOX genes em
tumores solidos e tecido normal de determinados 6rgaos. A seguir, citamos
alguns exemplos de estudos que objetivaram essa comparagao.

KANAI et al. (2010) compararam a expressao de HOX genes em
células normais e neoplasicas de colon. Os autores encontraram expressao
mais elevada de HOXA13 em tecido normal em relacdo ao neoplasico, além
de diferencas na localizagcdo anatdbmica do tecido normal: HOXA13 e
HOXB13 sao mais comumente expressos no colon esquerdo em relagao ao
colon direito normal, e HOXA9, HOXB3, HOXB8 e HOXB9 eram mais
expressos em neoplasias em comparacao ao tecido normal.

MILLER et al. (2003) pesquisaram a expressao de HOX genes em
tecido prostatico normal e neoplasico por transcricdo reversa da reacdao em
cadeia da polimerase. Esse estudo demonstrou uma expressao aumentada
de genes do grupo HOXC em linhagens celulares de cancer de proéstata e
em células oriundas do tumor e de metastases linfonodais, particularmente
os genes HOXC4, HOXC5, HOXC6 e HOXCS.

Comparando a expressao de todos os HOX genes através da técnica
da reacdo em cadeia da polimerase da transcricido reversa em tempo real
em tumores nao pequenas células de pulmao e em tecido pulmonar normal,
ABE et al. (2006) encontraram significativo aumento da expressao de

HOXA1, HOXAS5, HOXA10 e HOXC6 em carcinomas epidermoides, e
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aumento da expressdao HOXA5 e HOXA10 em adenocarcinomas, em
relagdo ao tecido pulmonar normal. Comparando a expressdo dos HOX
genes nesses dois tumores, os autores encontraram maior expressdo de
HOXA1, HOXD9, HOXD10 e HOXD11 em carcinomas epidermoides.

Em tumores cerebrais, particularmente o glioblastoma, estudos tem
demonstrado aumento da expressao dos HOX genes, correlacionando essa
elevagdo com reducédo da sobrevida nesses tumores. COSTA et al. (2010)
demonstraram que a expressao aberrante de HOXA9 foi fator progndstico
negativo independente, associado a redugao da sobrevida global e livre de
doencga de pacientes com glioblastoma. TABUSE et al. (2011) encontraram
alta expressao de HOXD9 em gliomas humanos e em linhagens celulares de
gliomas. Ao silenciar HOXD9 em culturas de células derivadas de glioma, os
autores observaram reducao da proliferagao celular, lentificacdo do ciclo
celular e indugdo de apoptose, sugerindo que HOXD9 contribui para
proliferacdo e sobrevida celular.

Na glandula tireoide, também foram encontrados padrdes aberrantes
de expressdo dos HOX genes em relagdo ao tecido tireoidiano normal.
CANTLE et al. (2013) demonstraram expressao anormal dos HOX genes
através de imunohistoquimica e RT-gPCR: todos os HOX genes paralogos
do grupo 13 (HOXA13, HOXB13, HOXC13 e HOXD13) exibiram aumento da
expressao em adenoma folicular, carcinoma folicular e carcinoma papilifero
da tireoide. TAKAHASHI et al. (2010) demonstraram diferengcas na
expressdo de HOX genes entre tecido tireoidiano normal e carcinomas

anaplasicos de tireoide através de RT-gPCR. O tecido tireoidiano normal
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nao apresentou expressao de HOXB1, HOXB9 e de nenhum dos paralogos
dos grupos 10 a 13. Varias linhagens de células derivadas de carcinomas
anaplasicos de tireoide expressaram os HOX genes nao expressos no tecido
tireoidiano normal. HOXD9 foi expresso no tecido normal mas nao em
tumores, e HOXB1, D10, C12 e D13 nao foram expressos em tecido normal
nem tumoral, e HOXB4 foi o Unico gene expresso em tecido normal e
tumoral.

Tumores ovarianos também foram estudados para verificar sua
associagdao com HOX genes. CHENG et al. (2005) encontraram expressao
de HOX genes em tumores epiteliais ovarianos, variando conforme o padréo
mulleriano de diferenciacdo desses tumores. HOX genes nédo foram
expressos no epitélio de superficie ovariano normal. Expressao ectépica de
HOXA9 em modelos murinos originou tumores epiteliais papiliferos que
lembravam os tumores epiteliais serosos, enquanto que HOXA10 induziu
tumores com morfologia endometrioide, e HOXA11, tumores mucinosos-like.
HOXA7 nao foi correlacionado com nenhum padrdo morfoldgico especifico,
mas esta relacionado a promog¢ao da tumorigénese por HOXA9, HOXA10 e
HOXA11 em suas respectivas vias de sinalizagao.

Tumores do trato urinario também estdo associados a expressao
aberrante de HOX genes. CANTILE et al. (2003a) avaliaram a expressao de
todos os HOX genes em tecido urotelial normal e em tumores uroteliais pela
técnica RT-qPCR. Os autores encontraram variagcbes dramaticas na
expressao de 3 genes do locus C: HOXC4, HOXC5 e HOXCG6, e também em

genes paralogos do grupo 11, HOXA11, HOXC11 e HOXD11. Genes do
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locus C encontraram-se superexpressos em tumores uroteliais, e os
paralogos do grupo 11 eram silenciados no urotélio normal e expressos nos
tecidos tumorais. CANTILE et al. (2011) pesquisaram os padrboes de
expressao dos HOX genes em tecido proveniente de fetos em estagio final
de organogénese e em carcinomas renais de células claras. Novamente,
demonstrou-se que o0 aumento da expressao dos genes paralogos do grupo
11 HOXA11, HOXC11 e HOXD11, foram relacionados a carcinogénese
renal.

Utilizando amostras provenientes de culturas de células, SVINGEN e
TONISSEN (2003) pesquisaram as diferengas entre os padrbes de
expressdo de 20 HOX genes em tecido cutdneo e mamario normal e
neoplasico. Nas linhagens de células representantes do melanoma, houve
diferencas no padrao de expressao de varios dos HOX genes estudados em
relacdo a expressao das células epiteliais normais, bem como entre as
diferentes linhagens de células tumorais, com alteragbes principalmente
relacionadas ao locus B, sendo HOXB1, B9 e B13 com expressao
aumentada e os demais membros do locus B com expressao reduzida em
linhagens tumorais. O gene HOXA4 mostrou expressao aumentada,
enquanto HOXA7, A3 e C4 tiveram expressao reduzida. Essas alteracdes
foram comuns a maioria das linhagens celulares representantes de
melanoma.

O Quadro 3 traz uma relagdo de estudos que pesquisaram a
expressdo de HOX genes em diferentes tumores soélidos humanos,

utilizando amostras provenientes de culturas de células, modelos animais
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e/ou tecidos humanos. As técnicas empregadas para pesquisa da expressao
génica foram imunohistoquimica e/ou RT-qPCR. No quadro, encontram-se
0s genes avaliados em cada estudo e os respectivos tumores solidos,

juntamente com as referéncias.
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Quadro 3 - Alteragbdes de HOX genes em diferentes tumores soélidos

HOX genes Alteragdo Tumores Referéncias
HOXA9, HOXB3, HOXB8, HOXB9 [ Colon Kanai et al. (2010)
HOXB2, HOXB13, HOXD1, HOXD3, HOXD4, v Colon Kanai et al. (2010)
HOXD8, HOXD12
HOXB7 [ Colon Liao et al. (2001)
HOXB6, HOXB8, HOXC8, HOXC9 [ Colon Vider et al. (2000)
HOXA4, HOXD10 ()] Célon Bhatlekar et al. (2014)
Mama
HOXA1, HOXA2, HOXA3, HOXAS5, HOXA9, T~ Mama Makiyama et al. (2005)
HOXC11, HOXD3, HOXD4, HOXD8, HOXD9,
HOXD10
HOXA6, HOXA13, HOXB2, HOXB4, HOXB5, v Mama Hur et al. (2014)
HOXB6, HOXB7, HOXB8, HOXB9, HOXCS5,
HOXC9, HOXC13, HOXD1, HOXD8
HOXD12, HOXD13 ~ Mama Makiyama et al. (2005)
HOXC5 [ Mama Makiyama et al. (2005)
HOXA5 ~ Mama Raman et al. (2000), Chen et al. (2004, 2005)
HOXD3 v Mama Shaogiang et al. (2013)
HOXB13 [ Mama Shah et al. (2013)
Prostata
HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXC8 [ Prostata Miller et al. (2003)
HOXC6 7~ Prostata Ramachandran et al. (2005)
HOXB3 () Prostata Chen et al. (2013)
HOXB13 [ Pulméo Huang et al. (2014)
Prostata
HOXA ()] Pulméo Omatu et al. (1999)
HOXC4, HOXC8, HOXC9, HOXC13, HOXD8, ()] Pulméo Omatu et al. (1999)
HOXD10
HOXA5, HOXA10 Pulmao Abe et al. (2006)
HOXB3, HOXB4, HOXC6 Pulmao Bodey et al. (2000)
Glioblastoma
HOXA9 Glioblastoma Costa et al. (2010)
HOXA10 Glioblastoma Murat et al. (2008)
HOXD9 () Glioma Tabuse et al. (2011)
Tireoide
HOXA13, HOXB13, HOXC13, HOXD13 L) Tireoide Cantile et al. (2013)
HOXB1, HOXB9 ~"Y Tireoide Takahashi et al. (2004)
HOXA9, HOXA10, HOXA11 () Ovario Cheng et al. (2005)
HOXA7 7~ Ovario Noara et al. (2001)
HOXB7, HOXB13 " Ovario Yamashita et al. (2006)
HOXA4 ~ Ovirio Yamashita et al. (2006)
Bexiga
HOXC4, HOXC5, HOXC6 HOXA11, HOXC11, " Carcinoma urotelial Cantile et al. (2003)
HOXD11
HOXB13 Carcinoma urotelial Marra et al. (2013)
HOXA9 7~ Carcinoma urotelial Kim et al. (2013)
Rim
HOXA11, HOXC11, HOXD11 " Carcinoma de células Cantile et al. (2011)
renais
Melanoma
HOXC11 A Melanoma Cantile et al. (2012)

Fonte: Adaptado de BHATLEKAR et al. (2014).
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1.3 GENES HOX E CANCER DE MAMA

Em relagdo a glandula mamaria, CANTILE et al. (2003b) pesquisaram
a expressdao dos genes HOX em tecido adulto normal e em tumores
primarios. Os autores encontraram expressdo de 17 dos 39 HOX genes,
sendo que a expressao dos chamados HOX genes toracicos (grupos 5 a 8)
tendem a apresentar um padrdo semelhante de expressao em tecidos
normal e tumoral, sugerindo que esses genes estariam envolvidos no
processo de organogénese da mama. Em contrapartida, HOX genes
cervicais, aqueles dos grupos 1 a 4, e lombossacrais, dos grupos 9 a 13,
tem expressoes aberrantes em tumores mamarios, levantando a hipétese de
sua participagédo no processo de carcinogénese da mama.

MAKIYAMA et al. (2004) também encontraram diferencas
significativas na expressao dos HOX genes entre tecido mamario normal e
tumoral. Dos 39 HOX genes, 11 tinham expressao aberrante no tecido
tumoral em relagao ao tecido normal: HOXA1, A2, A3, A5, A9, C11, D3, D4,
D8, D9 and D10, sendo que, dentre estes, apenas HOXC11 n&o apresentou
reducdo de sua expressdo em tumores mamarios em relagdo ao tecido
normal. Analisando diferentes tecidos tumorais, os autores encontraram
ainda reducdo da expressdo de HOXB7 em tumores com metastase
linfonodal em relacdo as lesbes sem metastase, maior expressio de
HOXD12 e HOXD13 em tumors positivos para receptor de progesterona e
menor expressao de HOXC5 em tumores com mutagdées no p53 em relagao

aos tumores com p53 selvagem.
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HUR et al. (2014), usando oito diferentes linhagens celulares de
cancer de mama e linhagem de células de tecido mamario normal,
demonstraram expressao diferenciada dos HOX genes entre diferentes
linhagens celulares e também entre células normais e neoplasicas. Os
autores agruparam os HOX genes em 6 grupos distintos: grupo 1, composto
por genes com expressiao semelhante em todas as linhagens de células
tumorais e de células normais em niveis similares — HOXCS5, C6, C8, C11 e
C13; grupo 2, formando por genes com expressao mais elevada em células
normais — HOXA1 e A3; grupo 3, constituido por genes muito menos
expressos em determinadas linhagens de células tumorais — HOXA4, A9,
A10 e B3; grupo 4 (HOXB4, B5, B6, B7, B8, B13, C9, C10, C12, D1, D8,
D10, D11 and D12), contendo genes mais expressos em mais de quarto
linhagens de células tumorais; grupo 5, com genes mais expressos em
menos de 3 linhagens de células tumorais em relagcdo ao tecido mamario
normal — HOXA3, D3 e D13; e grupo 6, contendo genes com regulagao
positiva ou negativa em determinadas linhagens de células tumorais
(HOXAB, A7, A11, B2, and B9).

Alguns estudos avaliaram o envolvimento de alguns HOX genes em
processos celulares relacionados a tumorigénese da mama, dentre os quais
os genes HOXA1, HOXA5, HOXA9, HOXB7, HOXB9, HOXB13 e HOXD3.

CHARIOT e CASTRONOVO (1996) demonstraram que a progestina
ORG 2058 induz a expressdo de HOXA1 em células de tumores de mama
através de experimentos usando RT-PCR semiquantitativa em culturas de
células MCF7, detectando também a expressdo de HOXA1 em uma

variedade de células de tumores mamarios, sugerindo que a expressao de
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HOXA1 seja necessaria para o estabelecimento de fendtipo tumoral em
células de tumores mamarios humanos. Os autores propdem que o gene
HOXA1 seria um dos orquestradores da diferenciacdo das células
mamarias, e alteracbes na expressdo de HOXA1 teria um papel na
progressao do cancer de mama. Analisando microarranjos para caracterizar
e comparar os padrdes de expressdo génica apos deplegcdo ou expressao
forcada de HOXA1 em culturas de células de carcinomas mamarios
humanos, MOHANKUMAR et al. (2007) demonstraram que a expressao de
genes envolvidos na ativagdo da via da MAP (p44/42 mitogen-activated
protein) kinase, tais como GRB2, MEK1 e SDFR1, ou genes regulados por
essa mesma via, como |IER3, EPAS1, PCNA e catalase, sao alvos de
HOXA1. A expressao forcada de HOXA1 aumentou a expressdo de GRB2 e
MEK1, consequentemente aumentando a fosforilagdo da via MAP kinase,
atividade e transcricdo mediada por Elk-1. O aumento na atividade dessa via
€ necessario para o aumento nos eventos de proliferacdo, sobrevida,
oncogenicidade e transformacdo oncogénica mediada por HOXA1. Assim
sendo, os autores concluiram que um mecanismo pelo qual HOXA1 medeia
a transformacdo oncogénica de células epiteliais mamarias humanas é
através da modulacéo da atividade da via p44/42 MAP kinase.

Em tumores mamarios, o gene HOXA5 tem sido implicado em
diversos eventos celulares de vital importdncia para a tumorigénese.
RAMAN et al. (2000) demonstraram que a auséncia de expressao de
HOXAS5 pode ser responsavel pela perda de expressao de p53 em tumores
mamarios. Neste estudo, os autores demonstram que o gene HOXA5 é

capaz de silenciar diretamente o locus da p53, evidenciando um importante
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papel do HOXA5 como um gene supressor tumoral em carcinomas
mamarios. CHEN e SUKUMAR (2003) demonstraram ainda que HOXAS
pode induzir apoptose em células de tumores mamarios em cultura, através
das caspases 2 e 8, embora nado fosse possivel relatar diferencas na
expressao de p53 mutante nestas células.

GILBERT et al. (2010) identificaram que o gene HOXA9
frequentemente encontra-se com atividade reduzida ("downregulated”) em
tumores mamarios humanos e em linhagens celulares de tumores
mamarios, bem como a reducido na transcricdo de HOXA9 esta associada
com aumento da agressividade tumoral, metastases e aumento da
mortalidade. Em modelos murinos e em culturas de células, a reexpressao
de HOXAO A inibiu o crescimento e reduziu a sobrevida de células tumorais,
restringindo o comportamento tumoral através da regulagdo positiva da
expressdo de BRCA1, um supressor tumoral. Estudos moleculares
demonstraram que a expressao ectopica do BRCA1 tipo selvagem
fenocopiou a funcio supressora tumoral de HOXAS9, e a redugao dos niveis
ou da funcdo do BRCA1 inibiu a atividade antitumoral do HOXA9. Além
disso, a expressao de HOXA9 correlacionou-se com o BRCA1 em
espécimes clinicos, e também com agressao tumoral em tumores negativos
para receptores de estrogénio e progesterona. Tais achados indicam que o
HOXAO9 restringe a agressédo ao tumor de mama regulando positivamente a
expressao do gene BRCA1.

No segundo grupo de genes HOX, o grupo B, o gene HOXB7
demonstrou desempenhar importantes papéis, seja em relagdo a aumento

de invasividade e metastases, ou quanto a resisténcia a terapia. WU et al.
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(2006) demonstraram que um aumento na expressao de HOXB7 resultava
na aquisicao de um fendtipo de célula em transigao epitélio-mesénquima,
com perda de proteinas epiteliais (claudinas 1 e 7), localizagdo aberrante de
claudina 4 e E-caderina, e a expressado de proteinas mesenquimais, como
vimentina e a-actina. Além disso, as células que mostravam um aumento na
expressdo de HOXB7 também apresentaram aumento na agressividade
tumoral, como migragao e invasao.

HAYASHIDA et al. (2010) demonstraram que a expressao
desregulada de HOXB9 contribuiu para o desenvolvimento do cancer de
mama e de metastases pulmonares através da indugao de varios fatores de
crescimento que alteram o comportamento de células tumorais e o
microambiente estromal do tumor. Os autores encontraram aumento na
expressdo de HOXB9 no carcinoma de mama, € que essa expressao
elevada se correlaciona com alto grau de tumor. Em culturas de células,
HOXB9 induziu a expressao de varios fatores angiogénicos (VEGF, bFGF,
IL-8 e ANGPTL-2), bem como ErbB (anfirregulina, epirregulina e
neuregulinas) e TGF-B, que ativam suas respectivas vias, levando ao
aumento da motilidade celular e aquisicdo de fenétipos mesenquimais. In
vivo, o HOXB9 foi associado com a formagao de tumores de maior tamanho
€ mais vascularizados, que evoluiram com metastase pulmonar.

O gene HOXB13 tem sido estudado como preditor de resposta ao
tamoxifeno, associado ao gene IL17BR. MA et al. (2006) demonstraram que
a razao entre a expressao de HOXB13 e IL17BR era um forte preditor de
resposta ao tratamento com tamoxifeno como monoterapia, e ultrapassava o

valor preditivo de qualquer outro método de inclusdo de pacientes em
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regimes terapéuticos. GOETZ et al. (2006) publicou estudo que demonstrava
que a expressao de HOXB13 e IL17BR eram regulados pelos niveis de
estradiol, de uma maneira dependente do RE, e que os efeitos do estradiol
nestes genes eram revertidos pelo tratamento com tamoxifeno,
demonstrando a importancia de HOXB13 nas neoplasias dependentes de
estimulagéo hormonal.

O gene HOXD3 é expresso em varias linhagens de células tumorais
de comportamento mais agressivo, as quais exibem aumento da
invasividade e maior ocorréncia de metastases através da expressdo de
fatores associados a tais caracteristicas. SHAOQIANG et al. (2013)
pesquisaram a expressao de HOXD3 e integrina -3 por imunohistoquimica
em pacientes com cancer de mama, e encontraram que tumores com alta
expressao de HOXD3 apresentaram alto grau histoldgico, negatividade para
expressédo de receptores hormonais e menor tempo de sobrevida global e
livre de doenca. O aumento da integrina -3, molécula de adesédo e
sinalizagao celular, foi associado com aumento da expressdao de HOXD3.

O gene HOXC13 correlaciona-se com o desenvolvimento de pelos,
unhas e papilas filiformes. Estudos comprovaram sua alta expressdo em
tumores como ameloblastoma, tumores odontogénicos, melanoma e
lipossarcoma. No cancer de colon, nocaute de HOXC13 resultou em inibigcao
do crescimento celular e atraso no ciclo celular (LUO et al. 2017). A
expressao aumentada de HOXC13 em carcinomas epidermoides de pulmao
€ associada com piores caracteristicas clinicas e menor sobrevida (LUO et
al. 2017). Nao ha estudos sobre a associacdo de HOXC13 com mecanismos

de tumorigénese para o cancer de mama.
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2 JUSTIFICATIVA

Alguns dos HOX genes sao envolvidos na tumorigénese do cancer de
mama, tais como HOXA1, HOXA5, HOXA9, HOXB7, HOXB9, HOXB13 e
HOXD3, cada um deles através de diferentes mecanismos e em diferentes
etapas. Entretanto, pouco se sabe sobre o papel dos membros da familia
HOX em termos de associagdo com o progndstico do carcinoma luminal da
mama, bem como sobre sua relagao com outras variaveis clinico-patologicas
de importancia progndstica para estes tumores ou sobre sua associagao
com resisténcia a terapia enddcrina. A partir do conhecimento da associagao
de alguns dos HOX genes com caracateristicas prognésticas e/ou preditivas
do carcinoma luminal da mama, estaria langada uma nova hipdtese na
tentativa de explicar eventuais diferencas de comportamento observadas
entre os carcinomas luminais de mesmo grau histoldgico, tais como faixa
etaria ao diagndstico, estadiamento ao diagnostico, intensidade de
expressao de receptores hormonais, periodo de recidiva e resisténcia a
terapia endécrina. Além disso, haveria também uma nova possibilidade de
alvo terapéutico, em decorréncia da eventual associagao da expressao de
algum(ns) desses genes com fendtipo tumoral agressivo, ou ainda por
associagao da expressao de HOX genes com a expressao do receptor de
progesterona, como o gene HOXA1, ou por associagcdo do gene HOXB7
com MYC, contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia a terapia

hormonal nos tumores luminais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao dos genes HOXA1, HOXA5, HOXA9, HOXB7,

HOXB9, HOXB13, HOXC13 e HOXD3 no carcinoma invasivo luminal da

mama, e correlacionar os resultados dessa expressdo com caracteristicas

clinico-patoldgicas.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a expressdo génica, através da técnica de RT-qPCR, dos
genes HOXAL, HOXAS5, HOXA9, HOXB7, HOXB9, HOXB13, HOXC13
e HOXD3 em carcinomas invasivos luminais da mama e comparar as
diferengcas quantitativas da expressao dos genes homeobox por RT-
gPCR entre tecidos tumorais e tecidos mamarios normais.

Analisar a expressado por imunohistoquimica de HOXA1l, HOXAS5,
HOXA9, HOXB7, HOXB9, HOXB13, HOXC13 e HOXD3 em
carcinomas invasivos luminais da mama e correlacionar os valores de
expressao com caracteristicas clinicas das pacientes, tais como idade
ao diagnostico e status menopausal.

Correlacionar os valores de expressao dos genes homeobox obtidos

por imunohistoquimica com caracteristicas das neoplasias, tais como
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grau histologico e parametros do estadiamento patolégico ao
diagndstico.

Verificar o impacto da expressdo dos genes obtida por
imunohistoquimica na sobrevida global e na sobrevida livre de
doenca.

Verificar a correlagdo da expressao por imunohistoquimica do gene
HOXA1 com a expressao do Receptor de Progesterona.

Verificar a correlagao da expressao por imunohistoquimica dos genes
HOXB7 e MYC.

Comparar a expressao por RT-gPCR e por imunohistoquimica dos
genes avaliados, com intuito de averiguar a correspondéncia dos

resultados de expressao génica por técnicas diferentes.
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo do tipo observacional, descritivo e retrospectivo,
no qual foram avaliados prontuarios de pacientes portadoras de cancer de

mama obedecendo os critérios de inclusio e exclusdo estabelecidos.

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Carcinomas mamarios invasivos luminais

Dos arquivos do Departamento de Anatomia Patolégica do
A.C.Camargo Cancer Center foram selecionados 260 blocos de parafina
contendo amostras de carcinomas mamarios invasivos luminais (CMIL)
diagnosticados entre 1990 e 2010, e 29 casos de CMIL congelados no
Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center, além de 4 amostras obtidas a

partir de tecido mamario normal.

4.1.2 Critérios de incluséao

Como critérios para inclusdo no estudo, foram considerados somente
pacientes do sexo feminino, que receberam o diagnostico de neoplasia
mamaria entre os anos de 1990 e 2010, com diagndstico histolégico de
carcinoma mamario invasivo subtipo luminal (independente do subtipo
histolégico e confirmado por imunohistoquimica), com pelo menos cinco

anos de acompanhamento clinico apds a data do diagndstico.
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4.1.3 Critérios de excluséo

Nao foram incluidos no estudo pacientes do sexo masculino, ou que
apresentavam lesdes mamarias malignas bilaterais ao diagndstico ou sido
submetidas a qualquer tratamento oncolégico prévio em relagdo a data do

diagndstico de neoplasia mamaria.

4.1.4 Caracteristicas das pacientes

Na avaliacdo dos prontuarios médicos, foram obtidas informacdes
sobre as pacientes, tais como idade ao diagnédstico, status menopausal,
classificando as pacientes em pré e pds-menopausa, sobrevida global,
definida como a porcentagem de pacientes vivos cinco anos apds a data do
diagndstico, e sobrevida livre de doenga, aqui considerada como o intervalo
de tempo iniciado a partir da data de diagnéstico e finalizado com a
ocorréncia de qualquer das formas de manifestacido da doenca: recidiva na
mesma mama ou na mama contralateral, metastase linfonodal ou metastase

a distancia.

4.1.5 Caracteristicas das neoplasias

Em relacdo as neoplasias, foram consideradas a graduagao
histolégica, graduando as neoplasias em graus 1, 2 e 3, e estadiamento
patolégico ao diagnéstico, classificando as categorias T, N e M de acordo
com a oitava edicdo do sistema de estadiamento TNM, desenvolvido pela

Union for International Cancer Control (UICC).
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4.2 MICROARRANJOS TECIDUAIS (TMA, DO INGLES “TISSUE

MICROARRAY")

As laminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E) foram revisadas
por dois pesquisadores para delimitar a area mais significante de cada
tumor, que posteriormente foi utilizada para a construgdo do microarranjo
tecidual (TMA, do inglés tissue microarray) em bloco de parafina. A
construcdo do bloco de microarranjo tecidual foi realizada pelo
Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center, da
Fundacdo Anténio Prudente. Para a construcdo do TMA, duas amostras de
cada neoplasia, obtidas a partir de bidpsias e/ou pecgas cirurgicas, com um
milimetro de didmetro cada uma delas, foram retiradas dos blocos doadores
e transferidos para o bloco receptor, utilizando o aparelho Manual Tissue
Arrayer | (Beecher Instruments, Silver Spring, USA). Foram realizados cortes
de trés micrdmetros do bloco de microarranjos utilizando o sistema Paraffin
Tape-transfer System (Instrumedics, Saint Louis, USA). Um dos cortes foi
corado com H&E para confirmar a presenga de tumor por microscopia de
luz. As reagdes de imunohistoquimica foram realizadas em duas diferentes
ldminas para aumentar a confiabilidade dos resultados. Os cortes
histoldgicos foram colocados em Iaminas de vidro silanizadas a 8% para a

realizagcao do método imunohistoquimico.



52

4.3 IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas foram identificadas com etiquetas de codigos de barras e
processadas no equipamento Benchmark ULTRA (Ventana) para
desparafinizagdo em solugdo de EZ PREP e recuperagdo antigénica por
calor em solugdo CC1 (ultra Cell Conditionig Solution) pH alto a 96°C. A
peroxidase enddégena foi bloqueada por 5 minutos utilizando-se o reagente
de bloqueio de peroxidase (ultraView Universal DAB Inhibitor (3% H202),
seguido de lavagem em solucédo de lavagem (Wash-buffer). Em seguida os
cortes foram incubados com os anticorpos em suas respectivas diluicoes,

especificados no Quadro 4.

Quadro 4 - Padronizagao dos anticorpos dos genes HOX

Anticorpo | Fabricante Clone Referéncia Padronizacao

Dil: 1/50. Inc CC1: 30 min. Inc

HOXA1 Abcam Policlonal ab208781 . i .
anticorpo: 32 min

Dil: 1/200. Inc CC1: 30 min. Inc

HOXAS5 Abcam Policlonal ab82645 . ) .
anticorpo: 32 min

Dil: 1/200. Inc CC1: 30 min. Inc

HOXA9 Abcam Policlonal ab92565 . ) .
anticorpo: 32 min

Dil: 1/200. Inc CC1: 30 min. Inc

HOXB7 Abcam 4C6 ab111018 : ) :
anticorpo: 32 min

Dil: 1/50. Inc CC1: 30 min. Inc

HOXB9 Abcam Policlonal ab66765 . i .
anticorpo: 32 min

Dil: 1/50. Inc CC1: 30 min. Inc

HOXB13 Abcam EPR17371 | ab201682 : i .
anticorpo: 56 min

Dil: 1/50. Inc CC1: 36 min. Inc

HOXC13 Abcam Monoclonal | ab55251 . i .
anticorpo: 32 min

Dil: 1/100. Inc CC1: 8 min. Inc

HOXD3 Abcam Policlonal ab22840 ; ] .
anticorpo: 32 min

Dil: Diluigdo. Inc: Incubagao. min: minutos
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Na sequéncia os cortes foram incubados com polimero HRP (HRP
Multimer) com subsequentes lavagens em tampdo. Logo apds foram
incubados com o cromégeno Diaminobenzidine (DAB) lavados em tampéo e
contracorados com hematoxilina (Hematoxylin Il Ventana), lavadas em
solugdo de lavagem, agua com detergente para retirada do LCS, seguida de
lavagem em agua corrente destilada. As laminas foram desidratadas em
alcool, xilol e montadas com Tissue-Tek film (Sakura). Apoés a reagao, as
laminas foram cobertas por laminula, com auxilio de Permount (Fischer). Os
anticorpos que foram utilizados, apods padronizada a diluicdo, foram: HOXA1,
HOXAS5, HOXA9, HOXB7, HOXB9, HOXB13, HOXC13, HOXD3 e cMYC. Os
anticorpos para a familia HOX foram adquiridos da empresa Abcam (Abcam
Inc., Cambridge, MA, Estados Unidos da Ameérica). O anticorpo utilizado
para deteccao da expressao do MYC foi o anti-c-MYC, adquirido da empresa
Ventana (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, Estados Unidos da
América), clone Y69, pré-diluido.

Os resultados da expressdo imunohistoquimica de receptor de
estrogénio, receptor de progesterona e HER2 foram obtidos a partir do laudo

histopatolégico de cada neoplasia.

4.4 ANALISE POR MORFOMETRIA

As laminas foram escaneadas utilizando-se o aparelho ScanScope XT
(Aperio, Vista, CA, USA). Através do software Image Scope (Aperio, Vista,

CA, USA) foram analisados por morfometria eletronica areas representativas



54

de cada neoplasia, sendo consideradas células positivas aquelas coradas de
marrom no nucleo e/ou citoplasma, independente da intensidade da
marcagao. Os padrdes de positividade dos genes da familia HOX utilizados

neste estudo estdo sumarizados no quadro 5.

Quadro 5 - Padrdes de positividade dos anticorpos dos genes HOX

Anticorpo Padréo de positividade
HOXA1 Nuclear/citoplasmatico
HOXA5 Nuclear/citoplasmatico
HOXA9 Nuclear/citoplasmatico
HOXB7 Nuclear/citoplasmatico
HOXB9 Nuclear/citoplasmatico
HOXB13 Nuclear

HOXC13 Nuclear/citoplasmatico
HOXD3 Nuclear/citoplasmatico

cMYC Nuclear

A expressao dos marcadores HOX foi considerada de acordo com o
resultado numérico dos algoritmos de analise de imagens do software Image
Scope (o qual é baseado no sistema RGB de cores): para o padrdo de
positividade nuclear/citoplasmatico, o algoritmo utilizado foi o “Positive Pixel
Count v9”, considerando o resultado numérico do parédmetro “lavg”, e a
mediana dos valores foi utilizada como medida de referéncia em relagao a
intensidade da expressao: valores acima e abaixo da mediana foram
considerados como baixos e altos, respectivamente; e para o padrao nuclear
de positividade, o algoritmo utilizado foi o “IHC ER Breast Dako clone 1D5 v1
output”, considerado o resultado dos parédmetros “Percent” e “Intensity

Value”.
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Em relagdo ao c-MYC, foram consideradas positivas as neoplasias

com qualquer expressao nuclear do anticorpo.

45 RT-QPCR (DO INGLES “REAL-TIME REVERSE

TRANSCRIPTION POLYMERASE CHAIN REACTION”")

4.5.1 Extragc&do do RNA

O RNA foi extraido de 29 amostras congeladas de tumor de mama e
de 4 amostras de mama sem evidéncia de neoplasia fornecidas pelo
BioBanco de Tumores do A.C.Camargo Cancer Center. As amostras foram
macrodissecadas para retirada de material contaminante e o tecido
congelado homogeneizado pelo equipamento Precelly®s (Carlsbad,
California, USA) sendo o RNA total extraido utilizando-se o RNeasy Mini kit
(Qiagen, Venlo, Netherlands), de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

A concentracao e a pureza do RNA foram avaliadas no equipamento
Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific) e a integridade determinada pelo
equipamento Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto,

Califérnia, EUA).

4.5.2 Tratamento das amostras com DNAse
O RNA total foi incubado em solugdo 20 mM de Tris HCI pH 8.4, 2
mM MgCl,, 50 mM de KCI e 1U de DNase I/1ug de RNA a temperatura

ambiente por 15 minutos. A enzima foi posteriormente inativada pela adigao
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de 2,5 mM de EDTA e incubagéo a 65°C por 10 minutos. Apos o periodo de
incubacdo, as amostras foram precipitadas por 16 horas a - 20 °C em
solucao de acetato de sédio 0,2 M e 2,5 volumes de etanol absoluto e
centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos, sendo o sobrenadante
desprezado e o precipitado lavado com etanol 75% e centrifugado a 10000
rom por 15 minutos. O precipitado foi entdo seco e ressuspenso em agua

livie de DNAse/RNAse.

4.5.3 Analise de expressédo génica
4.5.3.1 Sintese do cDNA

A reacao de sintese do cDNA foi realizada de acordo com os
procedimentos recomendados no manual do “kit” High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems), conforme descrigdo a seguir: a
reacao foi feita em um volume final de 20,0l contendo 1ug de RNA total,
2,0yl de RT Buffer, 0,8ul de 25X dNTP Mix (100 mM), 2,0ul de 10X Random
Primers, 1,0ul da enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, 1,0ul de
inibidor de RNAse. A reacéo foi incubada a 25 °C por 10 minutos, 37 °C por
120 minutos e 85° C por 5 minutos em um termociclador. Os cDNAs
sintetizados foram diluidos em agua livre de DNAse/RNAse e armazenados

a-20°C.

4.5.3.2 Amplificacdo do cDNA e andlise da expressao génica
O ensaio de amplificacdo foi realizado de acordo com os

procedimentos recomendados no manual do “kit” TagMan Universal PCR
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Master Mix (2X), conforme descri¢cao a seguir:

A reacéao foi feita em um volume final de 20,0 pl contendo 10ng de
cDNA, 10,0ul do TagMan Universal Master Mix (2X) (contendo MgCl,, dATP,
dCTP, dGTP, dUTP, enzima DNA polimerase modificada (AmpliTagGold)),
1,0ul de cada ensaio (TagMan Gene Expression Assays, contendo a sonda
e os oligonucleotideos especificos). No quadro 6 temos a lista dos ensaios

utilizados.

Quadro 6 - Lista dos ensaios utilizados para a analise de expressao
génica por RT-PCR em tempo real

Anticorpo Caodigo*
HOXA1 Hs00939946_m1
HOXA5 Hs00430330_m1
HOXA9 Hs00266821_m1
HOXB7 Hs04187556_m1
HOXB9 Hs00256886_m1

HOXB13 Hs00196189_m1

HOXC13 Hs00600868_m1
HOXD3 Hs00232506_m1

* Codigo do ensaio produzido pela Thermofisher

A amplificagao foi feita em 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C
por 1 minuto, precedidos por um periodo de 50° C por 2 minutos e 95° C por
10 minutos. A amplificagdo foi feita no aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).

Para a determinacdo do gene controle foi utilizada a ferramenta
RefFinder (http://fulxie.Ofees.us/?type=reference). Esse software, através da
analise do perfil de amplificacdo dos genes, calcula os genes com expresséo

mais estavel no conjunto de amostras analisados. Foram testados os genes
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GAPDH (gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase), 18S, p-actina, [2-
microglobulina, TBP (Tata box protein).

A deteccdo dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do
sinal fluorescente emitido. Dessa forma, os valores quantitativos (Ct) séo
obtidos a partir do ciclo limiar onde o aumento do sinal fluorescente
associado ao crescimento exponencial dos produtos de PCR comeca a ser
detectado.

O nivel de expressdao génica foi quantificado relativamente a
expressao de um gene controle (constitutivo) e também foi normalizado de
acordo com um RNA calibrador (amostras n&do neoplasicas). O resultado
final (n gene) fOi €Xpresso como um aumento ou diminuigdo da expresséo de
um gene em n-vezes quando comparado ao controle e ao calibrador, da
seguinte forma:

~(ACt amostra — ACt calibrador) - 3qa ACt da amostra e do calibrador s&o

N gene = 2
determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do gene estudado do valor
médio de Ct do gene usado como controle.

Para a determinacdo de aumento ou diminuicdo da expressado dos
genes nas amostras tumorais em comparagdo com as amostras néao
neoplasicas foi utilizado o seguinte valor:

e Diminuicao de expressao: Expresséo (Rq) < 0,5
e Aumento de expressédo: Expressao (Rq) = 2,0
As amostras com expressao relativa com valores entre 0,5 e 2,0 ndo

foram consideradas com expressao alterada em relacdo ao tecido nédo

neoplasico.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises dos dados foram realizadas com o auxilio dos softwares
Excel (Microsoft Office 2010) e SPSS 24 (Statistical Package for Social
Sciences; IBM, USA) no qual foram realizadas analises de sobrevida com
teste log-rank, teste do qui quadrado de Pearson, teste de U de Mann-
Whitney e correlacdo de Spearman. As diferengas estatisticas foram
consideradas significativas para a < 5%. Para a pesquisa de associagao
entre a exoressdo dos genes e as caracteristicas clinico-patologicas, foi
utilizado o teste qui quadrado de Pearson. Na analise de recorréncia e obito,
foram utilizadas curvas de sobrevida segundo o método de KAPLAN e
MEIER (1958), com teste log-rank. O risco relativo associado com a
expressdo de cada um dos genes foi avaliado pelo teste de regresséo
multipla de Cox (COX 1972). O teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney
foi utilizado para verificar a existéncia de diferengas significativas entre as
medianas de variaveis de natureza ordinal: correlacdo da distribuicdo da
intensidade de expressdo dos genes em relacdo a expressdo de outro
marcador. Por fim, fez-se uso da correlacdo de Spearman para analisar a
intensidade e a direcdo da relagdo entre duas variaveis considerando os
valores de seus postos. Neste caso, para analise da correlacdo da

expressdo dos genes por imunohistoquimica e RT-qPCR.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS

Na Tabela 2, podemos observar as caracteristicas clinicas das 260
pacientes selecionadas para o estudo, faixa etaria e status menopausal, e

também de suas neoplasias: tipo e grau histolégico e estadiamento.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes
selecionadas

Caracteristica clinico-patolégica n (%)

Idade ao diagndstico

Menos de 40 anos 26 10,0
40 a 49 anos 64 24,62
50 a 69 anos 139 53,46
Acima de 69 anos 31 11,92
Status menopausal

Pré-menopausa 66 25,38
Pés-menopausa 194 74,62
Grau histolégico (SBR)

1 75 28,85
2 143 55,00
3 41 15,77
Desconhecido 1 0,38
Estadio T (pT)

pT1a 8 3,08
pT1b 47 18,08
pTic 105 40,39
pT2 79 30,38
pT3 14 5,38
pT4 5 1,92
Desconhecido 2 0,77
Estadio N (pN)

pNO 168 64,62
pN1mi 6 2,30
pN1a 50 19,23
pN2a 23 8,85
pN3a 9 3,46
Desconhecido 4 1,54
Estadio M (pM)

pMO 251 96,54
pM1 9 3,46

Na Tabela 3, temos as caracteristicas clinicas das 29 pacientes
doadoras das amostras de tumor congelado — todas fazem parte das 260
pacientes selecionadas para o estudo: faixa etaria e status menopausal,

bem como de suas neoplasias: tipo e grau histologico e estadiamento.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patologicas das pacientes doadoras
das amostras de tumor congelado

Caracteristica clinico-patoldgica n (%)
Idade ao diagnoéstico

Menos de 40 anos 1 3,45
40 a 49 anos 11 37,93
50 a 69 anos 14 48,28
Acima de 69 anos 3 10,34

Status menopausal

Pré-menopausa 7 24,14
Pds-menopausa 22 75,86

Grau histoldgico (SBR)

1 4 13,79
2 20 68,97
3 5 17,24

Estadio T (pT)

pT1a 1 3,45
pT1b 3 10,34
pTic 11 37,93
pT2 11 37,93
pT3 2 6,90
pT4 1 3,45

Estadio N (pN)

pNO 17 58,62
pN1mi 1 3,45
pN1a 7 24,13
pN2a 2 6,90
pN3a 2 6,90
Estadio M (pM)

pMO 28 96,55
pM1 1 3,45

As curvas de sobrevida global e livre de doengca da amostra

encontram-se representadas na Figura 12.
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca da
amostra selecionada

5.2 EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR

Foram selecionadas 29 amostras de tecidos mamarios tumorais e 4
amostras de tecido mamario sem evidéncia de neoplasia para a analise de
expressao génica.

O RNA total extraido foi tratado com DNAse para evitar contaminagao
nos experimentos. Apo6s o ftratamento, o RNA total foi quantificado
produzindo um rendimento que variou de 16,53 a 364,95 ng/ul (Anexo 2). A
Figura 13 revela os resultados da expressdo génica por RT-qPCR das

amostras tumorais dos genes estudados.
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Figura 13 — Expressao dos HOX genes por RT-gPCR em amostras de
cancer de mama

5.3 EXPRESSAO GENICA POR IMUNOHISTOQUIMICA

As Figuras 14, 15 e 16 revelam as variagdes na intensidade da
marcagao das células tumorais de diferentes pacientes para os genes HOX
estudados, apds a padronizagdo dos anticorpos. A Figura 16 traz ainda as
variagbes na expressao de MYC entre diferentes pacientes. Foram
consideradas positivas as células que apresentaram qualquer marcagao
nuclear, independente da intensidade ou quantidade de células tumorais

coradas.
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Figura 14 — Variagbes na expressao por imunohistoquimica dos genes
HOXA1 (A e B), HOXA5 (C e D) e HOXA9 (E e F) em diferentes
tumores.

Figura 15 — Variagbes na expressao por imunohistoquimica dos genes
HOXB7 (A e B), HOXB9 (C e D) e HOXB13 (E e F) em diferentes
tumores.
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Figura 16 — Variagdes na expressao por imunohistoquimica dos genes
HOXC13 (A e B), HOXD3 (C e D) e MYC (E e F) em diferentes tumores.

5.3.1 Expressado dos HOX genes e correlacdo clinico-patoldgica

Na Tabela 4, temos a correlagdo entre a expressdao dos HOX genes
por imunohistoquimica e as caracteristicas clinicas das pacientes, tais como
idade ao diagnostico e status menopausal, e com caracteristicas das
neoplasias, aqui considerados o grau histolégico SBR e estadiamento

patoldgico ao diagnostico dos parametros T, N e M.

5.3.2 Expressédo dos HOX genes e sobrevida
A relacdo entre a intensidade da marcagdo por imunohistoquimica
dos HOX genes e a sobrevida global e livre de doencga esta representada

nas Figuras 17 e 18, respectivamente.
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5.3.3 Correlagéo da expressdo de HOXA1 e receptor de progesterona
Na Tabela 5, encontramos a correlacdo entre a expressao de HOXA1

por imunohistoquimica e a expressao do receptor de progesterona.

Tabela 5 - Correlagdo entre a expressdo de HOXA1 e do Receptor de
Progesterona

Receptor de Progesterona

Positivo Negativo
HOXA1 n(%) n (%) p*
Elevado 97 (83,62) 19 (16,38)

Reduzido 109 (91,56) 10 (8,44)

* Teste Qui-quadrado de Pearson

Na Figura 19, representamos a distribuicdo dos valores de expressao

de HOXA1 para tumores positivos e negativos para o receptor de

progesterona.

HOXA1

p** = 0,455

o]

1504

-

RP (+) RP (=)
** Teste U de Mann-Whitney

o
o

Intensidade

[e3e]]

Figura 19 — Distribuicdo da expressdao de HOXA1 em relacdo a
expressao do receptor de progesterona
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5.3.4 Correlagéo da expressdo de HOXB7 e MYC

Nosso estudo pesquisou a correlacdo entre a intensidade da
expressao de HOXB7 por imunohistoquimica com a positividade das

neoplasias para o gene MYC. O resultado dessa analise encontra-se na

Tabela 6.

Tabela 6 - Correlacao entre a expressao de HOXB7 e de MYC

MYC
Positivo Negativo
HOXB7 n (%) n (%) p*
Elevado 22 (34,38) 42 (65,62) 659
Reduzido 27 (38,03) 44 (61,97)

* Teste Qui-quadrado de Pearson

Na Figura 20, esta relatada a distribuicdo da expressdao de HOXB7

em relagao a expressao de MYC pelas neoplasias.

HOXB7
p** = 0,529

Intensidade

MYC (+) MYC(-)

Figura 20 — Distribuicdo da expressdo de HOXB7 em relagdo a
expressao de MYC
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54 CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA POR RT-

QPCR E POR IMUNOHISTOQUIMICA

Fizemos uma correlacdo entre a expressdao dos genes pesquisados
por RT-gPCR e por imunohistoquimica afim de comparar os resultados
quanto as categorizagdes reduzido e elevado para cada um dos genes
avaliados. Os resultados, para cada um dos genes estudados, encontram-se
na Figura 21, excetuando-se o gene HOXA9, cuja expressao foi indetectavel
por RT-PCR em todas as 29 amostras disponiveis, ndo sendo entdo

possivel comparacéo da expressao de seus resultados pelas duas técnicas.
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo pesquisou a expressao génica de alguns dos membros
da familia homeobox pelas técnicas de imunohistoquimica, em tecidos
parafinados, e RT-qPCR, em tecidos congelados. Foram selecionadas todas
as pacientes que preencheram os critérios de inclusao e n&o se encaixavam
nos critérios de exclusdo no periodo do estudo, sendo o0s numeros
resultantes constituindo a casuistica dos blocos de parafina e material
congelado.

Em relacdo as reacbes por RT-gPCR, a expressao dos genes
pesquisados em amostras de tecido mamario normal congelado proveniente
das pacientes inseridas no estudo constituiu a referéncia para classificagéo
dos resultados da expressdo génica nas amostras tumorais em normal,
reduzido ou elevado, se o resultado estivesse dentro da mesma faixa de
valores, abaixo ou acima, respectivamente.

A avaliacdo das reacdes de imunohistoquimica pelo software Image
Scop e a distincdo entre valores de expressio através do uso da mediana
elimina a analise subjetiva ou estabelecimento de cuttoffs ndo validados.
Nao foi estabelecida uma faixa de normalidade para os valores da
expressao proteica em decorréncia da grande variagdo observada nas
amostras tumorais, geralmente semelhantes a expressao proteica no tecido

mamario normal presente nas amostras tumorais.
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6.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

Analisando os dados da Tabela 2, constatamos que, na amostra
selecionada, a prevaléncia do cancer foi maior na faixa etaria entre 50 e 69
anos (53,46% dos casos), e menos frequente nas pacientes com menos de
40 anos (10% dos casos). A idade ao diagnéstico variou entre 32 a 88 anos,
com meédia de 55,36 anos. Houve maior prevaléncia de casos de cancer de
mama em pacientes na pés-menopausa (74,62% do total de casos).

Se considerarmos as caracteristicas das neoplasias, temos uma
maior prevaléncia de tumores com grau histolégico (SBR) 2 (565% do total de
casos), seguidos por grau histolégico 1, com 28,85% dos casos. Em relag&o
ao estadiamento ao diagnostico, houve predominéncia de tumores em
estadio pT1, com pouco mais de 60% dos casos, sem metastase linfonodal
(pNO), correspondendo a 64,62% do total de casos, e sem metastase a
distancia ao diagndéstico — pMO, totalizando 96,5% dos casos.

O tempo médio de seguimento das pacientes foi de 81,92 meses. Em
relacdo a sobrevida da amostra, pode-se relatar uma sobrevida global em 5
anos de 93,2%, com sobrevida média de 173 meses, e uma sobrevida livre
de doenga de 86,36% em 5 anos. Trinta (11,5%) pacientes morreram em
decorréncia do cancer de mama das 260 pacientes selecionadas durante
todo o tempo de seguimento, e 48 (18,46%) pacientes evoluiram com
recidiva da doenca no periodo em que foram acompanhadas. Altas taxas de
sobrevida sdo condizentes com a predominancia de tumores de mama com

doenca de estadiamento precoce ao diagndstico.
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6.2 EXPRESSAO GENICA POR RT-qPCR

O gene HOXA9 teve sua expressdo indetectavel em amostras
provenientes tanto de tecido tumoral quanto de tecido mamario normal,
provavelmente por ter valor de expressdo muito pequeno e néo detectavel
pelo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Sem valor
de expressdo mensuravel, esse gene foi excluido da analise de Real Time.

A expressdo do gene HOXA1 nado foi detectada em 18 (62,07%)
amostras; em 3 (10,34%) foi observado aumento de expresséo, e em outras
3 (10,34%) diminuigéo, e 5 (17,25%) amostras revelaram valores dentro da
faixa de expressao considerada normal.

O gene HOXAS5 teve expressao indetectavel em apenas uma das
amostras (3,45%). Aumento da expressao desse gene nao foi observado em
nenhuma das amostras. Em contrapartida, 24 (82,76%) amostras tumorais
apresentaram reducdo da expressao de HOXAS, e 4 (13,79%) revelaram
valores dentro da faixa de normalidade.

Todas as amostras apresentaram deteccdo de expressao do gene
HOXB7. A diminuigdo da expressédo do gene foi observada em 11 (37,93%)
amostras. Quatro (13,79%) apresentaram expressao elevada, e 14 (48,28%)
exibiram valores de expressao de HOXB7 dentro da faixa de normalidade.

HOXB9 nao foi detectado em 5 (17,24%) amostras. Diminuicdo da
expressdao ocorreu em 10 (34,48%) das amostras. Esse gene teve
expressdo aumentada em 5 (17,24%) amostras, e 9 (31,04%) tumores
apresentaram expressao de HOXB9 dentro da faixa de normalidade.

A expresséo do gene HOXB13 néao foi observada em 20 (68,97%)

amostras, e em 5 (17,24%) foi observado aumento de expressédo. A
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diminuicdo da expressdo desse gene ocorreu em 1 (3,45%) amostra, e 3
(10,34%) tumores tinham expressdo desse gene dentro da faixa de
normalidade.

HOXC13 nao foi detectado em 4 (13,79%) amostras, e em 15
(561,72%), sua expressédo foi aumentada. Apenas 2 amostras (6,90%)
apresentaram diminuigdo da expressao desse gene, e 8 tumores (27,59%)
tinham expressdo de HOXC13 dentro da faixa de normalidade.

Finalmente, HOXD3 foi detectado em todas as amostras de tumor de
mama. Dezessete (58,62%) tumores de mama apresentaram reducdo da
expressao desse gene, 1 (3,45%) amostra exibiu aumento de expressao,
enquanto 11 (37,93%) amostras tumorais exibiram expressdo dentro da
faixa de normalidade.

A tabela 7 traz um resumo do status genético de cada um dos genes

avaliados por RT-gPCR.

Tabela 7 - Distribuicdo do status genético dos HOX genes avaliados por
RT-gPCR

HOXA1 HOXAS5 HOXA9 HOXB7 HOXB9 HOXB13 HOXC13 HOXD3

Status n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Indetectavel 18 (62,07)  1(3,45) 29 (100) - 5(17,24) 20(68,97) 4(13,79)
Aumentado 3 (10,34) - - 4(13,79) 5(17,24) 5(17,24) 15(51,72)  1(3,45)
Normal 5(17,24)  4(13,79) - 14 (48,28) 9(31,04) 3(10,34)  8(27,59) 11 (37,93)
Reduzido 3(10,34) 24 (82,76) - 11(37,93) 10(34,48)  1(3,45) 2(6,90) 17 (58,62)

Considerando os genes aqui avaliados e comparando os resultados
obtidos com alguns estudos de cunho semelhante, SVINGEN e TONISSEN
(2003) encontraram expressao aumentada de HOXB9, HOXC13 e HOXD3

em células da linhagem MDA-MB-231, constituidas por células com maior
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agressividade e menor diferenciagcdo, em comparagdo a expressao em
linhagens celulares constituidas por células mamarias normais ou por
células de menor agressividade (linhagem MCF7); e HOXB13 e HOXC13
apresentaram expressao aumentada em células da linhagem MCF-7,
formada por células com comportamento menos agressivo e bem
diferenciadas. MAKIYAMA et al. (2005) encontraram redugado da expressao
de HOXA1, HOXAS, HOXA9, e HOXD3 em tecidos mamarios tumorais em
relacdo a expressao desses genes em tecidos mamarios nao tumorais. Os
demais HOX genes nao apresentaram diferengas significativas de expressao
entre tecidos mamarios tumorais e ndo tumorais. CANTILE et al. (2003b),
avaliando diferengas qualitativas de expressdo dos HOX genes entre tecido
mamario normal e tumoral, encontraram predominancia da expressao dos
genes HOXA1, HOXA5, HOXB9, HOXB13 e HOXD3 em tecido tumoral.

HENDERSON et al. (2006) encontraram expressdao de HOXA5
reduzida em amostras teciduais de tumores de mama — em mais de 80%
das amostras tumorais foi encontrada expressdo de HOXA5 muito reduzida
ou indetectavel, e expressdo aumentada desse gene em culturas de células
mamarias nao tumorais por RT-PCR.

SHRESTHA et al. (2012) demonstraram uma maior expressao de
HOXB9 por RT-gPCR em linhagens de células tumorais de mama em
relacdo as linhagens de células de mama nao neoplasicas (p<0,05), mais
preponderantemente na linhagem MCF7, a qual consiste em células
positivas para receptor de estrogénio, sugerindo ativacdo de HOXB9

induzida por estrogénio. Os autores encontraram ainda maior expressao de
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HOXB9 por imunohistoquimica em amostras teciduais de tumores de mama
em relacdo ao tecido mamario ndao tumoral de uma mesma amostra
(p<0,05). HAYASHIDA et al. (2009) demonstrou expressao mais elevada de
HOXB9 em tumores de mama em relagdo ao tecido mamario normal em
tecido parafinado por RT-PCR.

SHAH et al. (2013), avaliando tecidos provenientes de mama nao
tumoral, neoplasias positivas para receptores de estrogénio e metastases a
distancia por RT-gPCR, encontraram aumento da expressao de HOXB13 em
amostras de tumores e em metastases a distancia, quando comparadas a
tecido mamario ndo neoplasico (p<0,007). Os autores também encontraram
uma maior expressdao de HOXB13 em amostras provenientes de metastases
a distancia e de tumores de pacientes que evoluiram com obito pela doencga

em relagao aqueles tumores sem éxito letal (p=0,005).

6.3 EXPRESSAO PROTEICA POR IMUNOHISTOQUIMICA

A expressdo imunohistoquimica dos HOX genes nas amostras
tumorais seguiu um padréo, o qual significou expressdao homogénea em um
mesmo tumor e variacdo em relacdo a intensidade da marcagao entre
diferentes neoplasias. Podemos dizer também que houve semelhanga entre
células tumorais e células mamarias normais contidas em uma mesma
amostra em relacdo a quantidade de células marcadas e a intensidade da
marcagao.

Os padrdes de expressao de todos os HOX genes, em nosso estudo,
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foi nuclear/citoplasmatico. Excegao foi o anticorpo anti-HOXB13, cujo padrao
de expressao foi nuclear. Os genes homeobox, uma vez que quantificam
fatores de transcricdo nuclear, teriam, em principio, padrao de expresséao
nuclear a imunohistoquimica. Porém, o padrao de expressao
predominantemente citoplasmatico observado na maior parte dos genes
pode ser explicado, ao menos em parte, por eventuais mutagcdes nos ho-
meodominios, as quais acarretariam em deslocamento da proteina para o
citoplasma, ou pela policlonalidade de alguns dos anticorpos utilizados, visto
que nao sao disponiveis nas formas monoclonais. Variagdes na intensidade
podem ser devidas as diferentes concentragdes dos homeodominios em
diferentes tumores, provocadas novamente por mutagcbes genéticas que
acarretariam redugado ou aumento da expressao génica.

Durante a realizacdo das reacdes de imunohistoquimica, ocorreram
perdas de amostras tumorais nos blocos de TMA provocadas por desgaste
do material em decorréncia do uso excessivo, resultando em diferentes
quantitades de amostras tumorais que representam uma mesma situagao:
por exemplo, 86 amostras tumorais disponiveis com expressao elevada de
HOXB13 para correlagao com faixa etaria, e apenas 76 para correlacédo com

status menopausal.

6.3.1 Expressdo dos HOX genes e correlacao clinico-patolégica
Avaliando a tabela 4, constatamos que n&do houve associagdo com
significancia estatistica entre a expressdao de nenhum dos HOX genes

estudados e a idade das pacientes ao diagnostico. Na maior parte dos casos
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(quase unanimidade), ocorreu distribuicdo semelhante entre tumores com
alta ou baixa expressdo dos HOX genes em relagdo a faixa etaria ao
diagndstico: tumores com expressdo alta ou baixa dos HOX genes
estudados apresentaram maior prevaléncia na faixa etaria de 50 a 69 anos,
seguidos pela faixa etaria de 40 a 49 anos, depois na idade acima de 60
anos, e menos frequentemente em pacientes com menos de 40 anos. Tal
distribuicdo, porém, nao foi estatisticamente associada a faixa etaria das pa
cientes ao diagnéstico.

O mesmo pode ser dito quando correlacionamos a expressdo dos
HOX genes estudados com o status menopausal das pacientes. Em todas
as situacbes avaliadas, quer as amostras tenham expressao elevada ou
reduzida de quaisquer dos genes pesquisados, houve maior prevaléncia nas
pacientes na pos-menopausa. Observa-se, ainda, uma proporgao
semelhante na distribuicdo dos tumores com alta ou baixa expressao de
qualquer dos genes avaliados entre as pacientes na pré ou na pos
menopausa. Considerando a associagao estatistica entre expressdo dos
HOX genes estudados e status menopausal ao diagndstico, ndo houve
significancia.

Considerando agora as caracteristicas tumorais, primeiro analisamos
a correlagao entre o grau histolégico tumoral e a expressao dos HOX genes
avaliados. Novamente, ndo houve significancia estatistica na associagao
entre expressao génica e grau histolégico. Tumores com expressao
aumentada ou reduzida de cada um dos genes apresentaram um padrao

semelhante de distribuicdo: mais frequentemente grau histologico 2,
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seguidos de grau histolégico 1, e menos frequentemente apresentaram grau
histolégico 3 tanto as amostras com expressao elevada quanto aquelas com
expressao reduzida de cada um dos genes. A associagado entre grau
histolégico tumoral e expressdao génica das neoplasias nao mostrou
significAncia estatistica para nenhum dos genes avaliados com expressao
aumentada ou reduzida nas amostras tumorais.

Em relagdo ao estadiamento patolégico ao diagndstico, porém,
destacam-se algumas diferengas na distribuicdo das proporgdes entre os
diferentes estadios do paradmetro pT e também do parametro pN.

Tumores com com alta ou baixa expressdo de HOXB13 e com alta
expressao de HOXAS apresentaram as maiores propor¢gdes de tumores em
estadio pT1. De outro modo, tumores com alta expressdo de HOXC13 e
HOXB7 apresentaram as menores proporgcoes de tumores em estadio pT1.
HOXB7, adicionalmente, também apresentou as maiores proporcdes de
tumores com estadiamentos pT2 e pT3 ao diagndstico para neoplasias com
baixa e alta expressdo desse gene, respectivamente, sendo a ultima com
proporcao muito discrepante em relacado as neoplasias com baixa expressao
genética. Tumores com alta expressdo de HOXA9 e com expressao
reduzida de HOXB9 exibiram maior proporgao de lesdes com estadiamento
pT4 ao diagndstico. Em relagdo ao estadiamento pT, houve significancia
estatistica (p=0,015) na associagdo desse parametro com a expressao de
HOXB7: tumores com alta expressdao de HOXB7 apresentaram menor
propor¢cdo de estadiamento pT1 ao diagndstico e maior ocorréncia de

estadiamento pT3 ao diagnéstico.
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No tocante ao parametro pN, novamente observamos diferencas na
distribuicdo das proporgdes entre a expressao dos genes e a ocorréncia de
metastases linfonodais ao diagndstico. Lesbes com alta expressdo de
HOXA5 e baixa expressao de HOXC13 apresentaram as maiores
propor¢cdes de estadiamento pNO ao diagnéstico. Consequentemente,
neoplasias com baixa expressdo de HOXAS5 e baixa expressdao de HOXC13
apresentaram as maiores propor¢des de metastase linfonodal ao diagndstico
(PN1-pN3). Os demais genes apresentaram propor¢gdes semelhantes de
distribuicdo de suas expressbes em relacdo a ocorréncia ou nao de
metastases linfonodais. Houve significancia estatistica na associagdo da
expressao de HOXC13 com a ocorréncia de metastases linfonodais
(p=0,002, OR=2,61): neoplasias com alta expressdo de HOXC13
apresentaram maior ocorréncia de metastase linfonodal ao diagndstico, com
risco 2,6 vezes maior de ocorréncia de metastases linfonodais.

Quando analisamos o parametro metastase a distancia ao diagnostico
(pM), observamos uma grande predominancia de tumores sem metastase a
distancia ao diagndstico (pM0) tanto para lesdes com alta expressdo como
para tumores com baixa expressao de qualquer dos genes avaliados. O
gene HOXA5, em alta expressdao, e HOXA9, em baixa expressao,
apresentaram uma maior prevaléncia de auséncia de metastase ao
diagndstico. Consequentemente, lesdes com baixa expressao de HOXAS e
alta expressdao de HOXA9 exibiram maior prevaléncia de metastase a
distancia ao diagnostico. A associagao entre expressao dos HOX genes e

ocorréncia de metastases a distancia ao diagndstico ndo apresentou
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significancia estatistica pra nenhum dos genes avaliados, seja com
expressao elevada ou reduzida.

HENDERSON et al. (2006) pesquisaram a correlagdo da expressao
de HOXA5 por imunohistoquimica com grau histolégico em 144 amostras
tumorais, e encontraram relagao inversa entre expressdao de HOXAS5 e grau
histolégico, com significancia estatistica (p<0,05): tumores com baixo grau
histolégico apresentaram predominancia de HOXAS5 positivo, e tumores com
alto grau histolégico apresentaram predominantemente HOXAS negativo. Os
autores nao encontraram associagao estatisticamente significante entre a

expressao de HOXAS e do Receptor de Progesterona (p=0,41).

6.3.2 Expressao dos HOX genes e sobrevida

Analisando os graficos das figuras 17 e 18, vemos que houve
significaAncia estatistica entre a intensidade de expressdo por
imunohistoquimica e a curva de sobrevida global apenas para o gene
HOXA9 (p=0,031; RR: 2,331, 1C95% [1,054-5,157], P=0,037): intensidade
aumentada da expressao desse gene significou um risco 2,3 vezes maior de
obito por cancer de mama em relagdo as pacientes com tumores com
expressao reduzida de HOXA9. A estimativa de sobrevida global em 60
meses para pacientes que tiveram expressdo elevada de HOXA9 foi de
92,4%, enquanto para pacientes que tiveram expressao reduzida de HOXA9
foi de 96,7%. De modo geral, as curvas de sobrevida global correspondentes
a expressao aumentada ou reduzida de cada um dos genes avaliados

apresentaram evolugao muito semelhante, todas elas se tocando em algum
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momento da evolugdo, significando pequenas diferencas de ganho ou
reducao da sobrevida global, e sem significancia estatistica.

Porém, quando avaliamos as curvas de sobrevida livre de doenca,
evidenciamos que nao houve significancia estatistica entre a intensidade da
expressao dos genes avaliados e a recorréncia da doenga: maior ou menor
intensidade de expressdo desses genes nao significou perda ou ganho de
sobrevida livre de recorréncia.

HENDERSON et al. (2006) nao encontraram diferenca
estatisticamente significante entre os niveis de expressdao de HOXA5 e
sobrevida global (p=0,51) ao correlacionar os niveis de expressao de
HOXAS por imunohistoquimica em 144 amostras de tumores de mama.

GILBERT et al. (2010) encontraram associagdo com significancia
estatistica ao pesquisar a associacdo da expressdo de HOXA9 com
sobrevida global e livre de doenga. Pacientes com expressao mais baixa de
HOXA9 apresentaram redugao da sobrevida livre de doenga (P=0,025) e
ocorréncia mais precoce de metastases a distancia (P=0,02) em relagdo a
todos os outros pacientes do estudo. Os autores demonstraram expressdes
mais baixas de HOXA9 em tumores de mama em relacao ao tecido mamario
normal através da pesquisa de expressdo génica em tecidos parafinados e
em linhagens celulares. Houve uma relagao inversa entre a expressao de
HOXA9 e agressividade tumoral. Em analise multivariada, o estudo
demonstrou que a expressao de HOXA9 ¢é variavel prognoéstica
independente em relagao a sobrevida global e livre de doenga em tumores

negativos para o receptor de estrogénio. Em tumores que expressavam
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receptor de estrogénio, essa associacao nao foi consistente.

LIU et al. (2016), avaliando uma meta-analise com 1532 pacientes
com carcinomas de diferentes 6rgaos, encontrou um niumero maior de casos
com metastase linfonodal em pacientes com alta expressao de HOXB7 em
relacdo ao grupo formado por pacientes com baixa expressdao de HOXB7,
com OR=2,17, 1C95% (1,74-2,71, p<0,00001). Resultados similares foram
observados na avaliacdo da associacdo da expressdo de HOXB7 e
metastases a distancia: OR=1,77, 1IC95% (1,09-2,88) e p = 0,02. Como
conclusdo, os autores demonstraram que o aumento da expressado de
HOXB7 teve associagdo estatisticamente significante com metastase
linfonodal e a distdncia em pacientes com carcinoma, sugerindo HOXB7
como um marcador molecular prognéstico para indicagao de metastases.

JIN et al. (2011) encontraram associagao estatisticamente significante
entre alta expressdo de HOXB7 e redugao da sobrevida global e livre de
doencga de tumores positivos para receptor de estrogénio e negativos para
metastase linfonodal através da pesquisa dos niveis de RNAm de HOXB7
em dois cenarios: pacientes que receberam tamoxifen em monoterapia e
pacientes que nao receberam terapia adjuvante (p=0,05, p=0,04).

Em uma metandlise que objetivou avaliar novos biomarcadores
candidatos a predilecao de resposta ao tamoxifen para o cancer de mama,
MIHALY et al. (2013) incluiram genes ja& previamente identificados e
validados em coortes clinicas, correspondendo a um total de 68
biomarcadores, entre os quais HOXB7. Através da analise ROC, os autores

correlacionaram os altos niveis de expressao de HOXB7 com sobrevida livre
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de doenga mais curta (AUC=0,59 e p=1.1E-0,3), e ndo encontraram
diferencas estatisticamente significantes para sobrevida global. A curva de
sobrevida livre de doenga de HOXB7 nos tumores estudados é representada

na Figura 22.
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Fonte: Adaptado de MYHALE et al. (2013).
Figura 22 — Sobrevida livre de doenca de HOXB7

WU et al. (2006) identificaram expressao de HOXB?7 trés vezes maior
em amostras de tumores de mama, e dezoito vezes maior em amostras de
metastase 6ssea de cancer de mama em relagdo as amostras de tecido
mamario normal através de estudo de perfil de expressdo génica em
microarranjos de células epiteliais microdissecadas. Esses achados
sugeriram que HOXB7 estaria envolvido na progressdo do cancer de mama.
Para evidenciar essa hipotese, os autores induziram a expressao de HOXB7
nas linhagens de células de tecido mamario ndo neoplasico (MCF10A) e

células provenientes de tubulos renais caninos (MDCK). Células que
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apresentavam aumento da expressdao de HOXB7 exibiram caracteristicas
morfoldgicas, imunofenotipicas e moleculares de células mesenquimais,
suportando a ideia de que HOXB7 desempenha um importante papel na
progressao do cancer de mama através da indugdo da transformacao
epitélio-mesénquima.

SEKI et al. (2012) pesquisaram a associagdo da expressao por
imunohistoquimica de HOXB9, o qual confere invasividade, maior
capacidade metastatica e proliferacdo vascular no cancer de mama, com
caracteristicas clinico-patolégicas em amostras teciduais de 141 pacientes.
Os autores encontraram associagdo com significancia estatistica entre a
expressao positiva de HOXB9 e o grau nuclear mais elevado das neoplasias
(p<0,001), maior estadiamento T (p=0,001) e N (p=0,001) ao diagndstico e
também com status negativo dos receptores hormonais (p<0,001) e positivo
de HER2 (p=0,031). Curvas de sobrevida também mostraram diferengas
importantes: pacientes com expressao positiva de HOXB9 apresentaram
redugdo de sobrevida global e livre de doenga em relagdo aos pacientes
com expressao negativa. Analises univariada e multivariada revelaram que a
expressao de HOXB9 é fator prognéstico independente na sobrevida livre de
doenca do cancer de mama.

SHAH et al. (2013) demonstraram que expressao elevada de
HOXB13 em tumores positivos para o receptor de estrogénio esta
correlacionada com resisténcia ao tamoxifen. Os autores demonstraram
maior expressdo de HOXB13 por RT-gPCR em tecidos provenientes de

metastase de cancer de mama e de neoplasias primarias em relagdo ao
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tecido mamario normal, e maior expressdo desse gene em tecidos
provenientes de pacientes que evoluiram com éxito letal em relacido aos
pacientes que nao evoluiram para obito, sugerindo que HOXB13 esta
envolvido no processo de disseminagao e na sobrevida do cancer de mama.
Avaliando a correlacdo da expressao concomitante de HOXB13 e IL6 no
processo de resisténcia ao tamoxifen, foram analisados dados referentes a
288 pacientes com tumores positivos para receptor de estrogénio. Pacientes
com alta expressdo combinada de HOXB13 e IL6 evoluiram com reducéo da
sobrevida global em relagdo a elevagao isolada de HOXB13 ou de IL6,
sustentando a participagdo de HOXB13 e IL6 no processo de agressividade
da doenca e da resisténcia ao tamoxifen em tumores positivos para
receptores hormonais.

SHAOQIANG et al. (2012) pesquisaram o impacto da expressao de
HOXD3 por imunohistoquimica em cancer de mama. Em relacdo a
caracteristicas como idade ao diagndstico, status menopausal, grau
histolégico, estadiamento T, N e M ao diagndstico, status dos receptores
hormonais e tratamento adjuvante, os autores encontraram associagao
estatistica entre a expressdo de HOXD3 e grau histolégico (P=0,02), com
maior expressao de HOXD3 em tumores de grau histologico 3, e entre uma
maior expressao de HOXD3 e negatividade para expressdo de ambos os
receptores hormonais. Ndo houve associagao estatistica entre a expressao
de HOXD3 e os demais parametros clinicos citados. Das 119 pacientes
incluidas no estudo, aquelas com expressdo de HOXD3 evoluiram com

menor sobrevida global (P<0,001) e livre de doenga (P=0,001) em relagao
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aquelas com HOXD3 negativo. Considerando o estadio clinico, pacientes
com doenca em estadios Il e Ill e com tumores positivos para HOXD3
evoluiram com menor sobrevida global e livre de doenga, inclusive,
pacientes com neoplasias em estadio clinico Il e positivas para HOXD3
tiveram pior sobrevida global e livre de doenga em relagao as pacientes com
estadio Ill ao diagndstico. Analise univariada revelou pior progndstico para
tumores com expressao de HOXD3, dentre outros fatores, e analise
multivariada demonstrou o status da expressdo de HOXD3 como fator de

piora prognostica.

6.3.3 Correlacdo da expressdo de HOXA1 e receptor de progesterona
A partir da analise da tabela 5, vemos que neoplasias com expressao
reduzida de HOXA1 apresentaram maior proporcao de positividade para o
receptor de progesterona em relagdo as lesbes com expressao aumentada
de HOXA1. Nao houve associagao estatisticamente significante entre a
expressdo de HOXA1 e a expresséao do receptor de progesterona (p=0,063).
Na Figura 20, novamente ndo encontramos significancia estatistica entre a
distribuicao da expressao de HOXA1 e o status do receptor de progesterona.
O estudo de Charriot e Castronovo (1996) demonstrou, através da
pesquisa da expressao de RNAm de HOXA1 em células da linhagem MCF7
por RT-PCR semi-quantitiativa, que a expressao de transcritos de HOXA1 é
aumentada em células que foram tratadas com progestina ORG 2058,
levantando a hipotese de que HOXA1 pode ter expressdao modulada por

esteroides como estrogénio e progesterona, e que ainda ha de ser
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identificado um potencial elemento da regidao promotora de HOXA1 capaz de

interagir com o receptor de progesterona.

6.3.4 Correlacdo da expressado de HOXB7 e MYC

O gene HOXB7 é um dos envolvidos na resisténcia ao Tamoxifen
pelo cancer de mama. Espera-se que tumores com altos niveis de
expressao de HOXB7 apresentem maior resisténcia a terapia hormonal e
evoluam com recidiva mais precoce em relagdo aqueles com baixos niveis
de expressdo de HOXB7. A tabela 6 revelou proporcdes semelhantes entre
a distribuicdo da expressao de HOXB7 em relacao a positividade para MYC:
neoplasias com expressao elevada ou reduzida de HOXB7 apresentaram
mais frequentemente auséncia de expressdo de MYC, em proporgoes
semelhantes, com ligeira predominancia de negatividade para expressao de
MYC em tumores com expressao elevada de HOXB7. A associacido entre
expressao de HOXB7 e de MYC em tumores Iluminais nao foi
estatisticamente significante (p=0,659). Mais uma vez, ndo foi observada
significancia estatistica entre a distribuicdo da expressdo de HOXB7 em
relacdo a expressao de MYC, como representado na Figura 20.

Para JIN et al. (2015), a hiperexpressdao de HOXB7 em células tumo-
rais da mama confere resisténcia ao tratamento com Tamoxifen em tumores
positivos para receptor de estrogénio através do aumento na expressao e
sinalizacao do EGFR, da ativacao direta desse receptor de tirosina-quinase.
Realizando estudos com culturas de células, os autores demonstraram que

a elevacao da expressao de HOXB7 seria um dos passos-chave envolvidos
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na aquisicao e manutencao de resisténcia dos tumores aos moduladores
seletivos do receptor de estrogénio, conferindo a essas lesbes um fendtipo
mais agressivo e sugerindo que HOXB7 poderia se tornar um alvo
terapéutico para tumores de mama resistentes ao tamoxifen. JIN et al.
(2015) referem que a expressao de EGFR é estimulada através da ligagao
direta de HOXB7 a regidao promotora do EGFR, e que HOXB7 funciona
como um cofator ao receptor alfa de estrogénio, ERa, provocando expresséo
aumentada de multiplos genes-alvo do receptor de estrogénio, incluindo
HER2, em células resistentes ao tamoxifen. Os autores encontraram ainda
0s genes miR-196a e MYC como reguladores da expressdao de HOXBY.
HOXB7 e ERa juntos estimulam o HER2, o qual fosforila MYC e este
suprime miR-196a. A supressdo de miR-196a perpetua a influéncia de
HOXB7: sabe-se que 0 aumento da expressao de miR-196a reduz HOBX7 e

ressensibiliza as células ao tamoxifen.

6.4 CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO GENICA POR RT-

QPCR E POR IMUNOHISTOQUIMICA

Para tal comparacéao, tivemos necessariamente que utilizar apenas
amostras com expressao pareada por imunohistoquimica e por RT-qPCR e
verificar se a categorizagao foi a mesma para ambas as situagées. Dos 260
casos selecionados para esse estudo, apenas 29 amostras encontravam-se
disponiveis para estudo no banco de tumores do A.C.Camargo Cancer

Center. Considerando ainda as perdas ocorridas durante a realizagdo das
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reagdes, tanto pot RT-gPCR quanto por imunohistoquimica, e tambem o fato
de algumas amostras (ou mesmo todas, no caso do gene HOXA9)
apresentarem expressao indetectavel para alguns dos genes avaliados,
essa anadlise foi prejudicada em decorréncia da reduzida quantidade de
amostras que apresentaram expressao génica concomitante através das
duas técnicas. Destaque-se, ainda, as diferentes metodologias empregadas
para analise dos resultados das duas técnicas, segundo as quais partiamos
de valores de referéncia de normalidade no caso do RT-gPCR,
categorizando a expressao das amostras em elevado, normal e reduzido
(sem considerar aquelas indetectaveis pelo método) e de uma categorizagao
em elevado e reduzido separados pela mediana dos valores de expressao,
como ocorreu na analise por imunohistoquimica. Assim sendo, elaboramos
um grafico de dispersao com o intuito de verificar se uma mesma amostra
que apresentou valores de expressao classificados como aumentado ou
reduzido por imunohistoquimica também o fez por RT-qPCR.

A partir da analise da figura, por meio da correlagdo de Spearman,
conclui-se que ha uma correlagdo negativa fraca entre a expressao de
HOXA1 por imunohistoquimica e por RT-qPCR (rs=-0,321); ndo ha
correlacao entre a expressdao de HOXAS por imunohistoquimica e por RT-
gPCR, ou seja, ha fortes evidéncias para se afirmar que os dados estéo
distribuidos aleatoriamente (rs=-0,045); ha uma correlagdo positiva muito
fraca entre a expressdao de HOXB7 por imunohistoquimica e por RT-gPCR
(rs=0,135); ndo ha correlagcdo entre a expressao de HOXB9 por

imunohistoquimica e por RT-gPCR, ou seja, ha fortes evidéncias que os
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dados estdo distribuidos aleatoriamente (rs=-0,03); ha uma correlagao
positiva muito fraca entre HOXB13 expresso por imunohistoquimica e por
RT-gPCR (rs=0,10); ha uma correlagdo negativa fraca entre as expressdes
por imunohistoquimica e por RT-gPCR de HOXC13 (rs=-0,244); ndo ha
correlacao entre as expressdes de HOXD3 por imunohistoquimica e por RT-
gPCR, com fortes evidéncias que os dados estejam distribuidos

aleatoriamente (rs=0,004).
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7 CONCLUSOES

Procuramos estudar a expressao de alguns dos genes reguladores da
diferenciagao celular e correlacionar com fatores progndsticos e preditivos
do cancer de mama, especificamente o subtipo luminal. Para tal, utilizamos
uma amostra populacional consideravel em numero de pacientes e com
tempo médio de seguimento acima de 80 meses, resultando em retratacéo
fidedigna da literatura do cancer de mama luminal, além de duas técnicas de
pesquisa de expressao: RT-qPCR e imunohistoquimica, as quais consistem
em pesquisa da expressdo de RNAm e proteinas génicas, respectivamente.
Obtencao dos resultados através de softwares elimina a subjetividade
durante sua interpretacdo. Correlagdo com aspectos clinicos,
histopatolégicos e resisténcia enddcrina foram discutidos. Nao foram
estudados todos os genes da familia HOX por limitagcbes de recursos
financeiros, e apenas o subtipo luminal foi discutido em decorréncia de
muitas variacdes no comportamento dessa neoplasia, na tentativa de melhor
elucidar parte da heterogeneidade tumoral observada no cancer de mama.

Apds a realizagdo desse estudo, podemos afirmar as seguintes
conclusoes:

1 A pesquisa de expressao génica pela técnica RT-gPCR revelou que

HOXC13 teve expressdo predominantemente aumentada nas

amostras tumorais; HOXA5, HOXB9 e HOXD3 apresentaram

expressao predominantemente reduzida; HOXB7 teve sua expressao
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mais frequentemente dentro dos valores de normalidade nas
amostras de tumor congelado; e HOXA9 (este em todas as amostras
tumorais), HOXA1 e HOXB13 foram mais frequentemente
indetectaveis nas amostras de cancer de mama em relagdo as
amostras de tecido mamario normal.

Nao encontramos associagdo com significancia estatistica entre a
expressao proteica de qualquer dos genes estudados e as
caracteristicas clinicas idade ao diagnéstico e status menopausal.

O grau histolégico das neoplasias ndo foi associado com a expressao
proteica de nenhum dos genes estudados. Porém, em relagdo ao
estadiamento patolégico, observamos que o aumento na expressao
de HOXB7 foi associado com doenga mais avangada ao diagndstico:
maior frequéncia de estadios pT3 e pT4 em relagdo aos demais genes
(p=0,015); e expressao aumentada de HOXC13 foi associada com
maior ocorréncia de metastases linfonodais ao diagndstico e risco
relativo 2,61 vezes maior em relacido as neoplasias com expressao
reduzida de HOXC13 (p=0,002; OR: 2,61). A ocorréncia de
metastases a distancia nao foi associada com o status da expressao
proteica dos genes estudados.

No tocante a sobrevida das pacientes, apenas o aumento na
expressao proteica de HOXA9 foi associado com reducdo da
sobrevida global (p=0,031; RR: 2,331, IC 95% [1,054-5,157],
P=0,037). A sobrevida livre de doenga nao foi associada com a

expressao proteica de nenhum dos genes pesquisados.
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A expressao do Receptor de Progesterona por imunohistoquimica nao
foi associada com a expressao proteica de HOXA1.

Expressao proteica elevada ou reduzida de HOXB7 néao foi associada
a expressao de MYC.

A correlagao entre a expressao génica por RT-gPCR e a expressao
proteica por imunohistoquimica foi inexistente para os genes HOXA5
e HOXB9, negativa fraca se consideramos os genes HOXA1 e
HOXC13, e positiva muito fraca em relagdo aos genes HOXB7 e
HOXB13, possivelmente pelo baixo numero de amostras de tumor

congelado disponiveis para comparagao.
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Anexo 1 - Estadiamento patoldgico do cancer de mama

pTNM — 82 EDICAO PARA CANCER DE MAMA

Tumor primario (Carcinoma invasivo) (pT)
. pTX: Tumor primario ndo pode ser avaliado
. pTO: Sem evidéncia de tumor primario
. pTis (CDIS): Carcinoma ductal in situ
. pTis (CLIS): Carcinoma Lobular carcinoma in situ
. pTis (Paget): Doenca de Paget do mamilo ndo associada com carcinoma
invasivo e/ou carcinoma in situ do parénquima mamario subjacente
. pT1: Tumor com dimensédo =21,0 mme <2,0 cm
- pT1mi: Tumor < 1,0 mm na maior dimensao (microinvasao)
- pT1a: Tumor >1,0 mm e < 5,0 mm na maior dimensao
- pT1b: Tumor >5,0 mm e <10,0 mm na maior dimensao
-pT1c: Tumor >10,0 mm e <20,0 mm na maior dimensao
. pT2: Tumor >20,0 mm e <50,0 mm na maior dimensao
. pT3: Tumor >50,0 mm na maior dimensao
. pT4: Tumor de qualquer dimensdo com extensdo direta para parede
toracica e/ou para pele (ulceragcdo ou nédulos cutaneos)
- pT4a: Extensdo para parede toracia, n&o incluindo apenas
aderéncia/invasdo do musculo peitoral
- pT4b: Ulceragcdao e/ou nodulos satélites ipsilaterais e/ou edema
(incluindo aspecto em “casca de laranja”) cutaneos, sem critérios para
carcinoma inflamatério
- pT4c: Presenca de pT4a e pT4b
- pT4d: Carcinoma inflamatério

Nota: Invasao da derme isoladamente nao qualifica o tumor como pT4

Linfonodos regionais (pN) (baseado no numero de linfonodos contidos no
espécime, sem a realizagcdo de estudos imunohistoquimicos e/ou
moleculares)
.pPNX: Linfonodos regionais n&o podem ser avaliados (previamente
removidos ou n&o enviados para estudo histopatolégico)
.pPNO: Auséncia de metastases linfonodais identificadas histologicamente
- pNO (i-): Auséncia de metastases linfonodais identificadas
histologicamente, com estudo imunohistoquimico negativo
- pNO (i+): Células malignas em linfonodos regionais medindo até 0,2
mm e contendo até 200 células (detectadas por HE ou
imunohistoquimica)
- pNO (mol-): Auséncia de metastases linfonodais identificadas
histologicamente, com estudo molecular negativo (reagdo em cadeia
da polimerase transcriptase reversa [RT-PCR])




- pNO (mol+): Metastase linfonodal detectada apenas por estudo
molecular (RT-PCR), e n&o por histologia ou imunohistoquimica
. pPN1mi: Micrometastases (maior que 0.2 mm, mais de 200 células e < 2,0
mm)
. pN1a: Metastases em 1 a 3 linfonodos axilares, com ao menos uma
metastase maior que 2,0 mm
. pPN2a: Metastases em 4 a 9 linfonodos axilares (a0 menos uma metastase
maior que 2,0 mm)
. pN3a: Metastases em 10 ou mais linfonodos axilares (a0 menos uma
metastase maior que 2,0 mm)

(Is): utilizar se apenas o linfonodo sentinel foi avaliado. Se 6 ou mais
linfonodos (sentinela ou n&o sentinela) sdo removidos, nao utilizar esse
modificador

Consultar manual da AJCC para categorias linfonodais adicionais caso
sejam incluidos linfonodos das cadeias mamaria interna, infraclaviculares
(nivel 11l axilar) ou supraclavicular

Metastases a distancia (pM) (utilizar apenas cm espécime disponivel para
avaliacao

. Nao aplicavel

. pM1: Metastase a distancia maior que 0,2 mm detectavel histologicamente

Estadio pTNM

0 pTis pNO pMO

1A pT1 pNO pMO

B pTO pN1mi pMO pT1 pN1mi pMO

A pTO pN1 pMO pT1pN1pMO pT2 pNO pMO

IIB pT2 pN1 pMO pT3 pNO pMO

A pTO pN2 pMO pT1 pN2pMO pT2 pN2 pMO pT3 pN1 pMO
pT3 pN2 pMO

B pT4 pNO pMO pT4 pN1 pMO pT4 pN2 pMO

nc pTx pN3 pMO

A\ pTx pNx pM1




Anexo 2 - Quantificagdo do RNA extraido dos tecidos congelados

Amostras de tecido tumoral

Identificagdo Amostra ng/ul 260/280 260/230
1 M 42T 76,95 1,91 2,23
2 M 414T 278,00 2,09 1,97
3 M 424T 58,00 2,14 1,39
4 MIC 159T 102,08 1,93 2,40
5 MJ02028T 59,04 2,00 2,36
6 15751 71,28 1,91 2,34
7 17385 106,38 1,93 2,34
8 15792 79,98 1,86 2,24
9 17248 102,69 1,93 2,31
10 15763 82,18 1,91 2,26
11 M 535T-A 68,86 2,20 1,20
12 M 536T 163,54 2,10 1,50
13 M433T 328,45 2 1,8
14 M435T 118,8 2,1 1,7
15 M 570T 139,82 2,08 1,36
16 M 571T-B-2 364,95 2,02 1,48
17 M 572T 57,90 2,06 1,02
18 M 573T 85,22 2,02 1,04
19 M 574T 58,26 2,00 0,89
20 M 575T 218,71 1,93 1,22
21 M 576T 109,27 2,05 1,11
22 M 577T 38,61 1,98 0,86
23 M 578T 24,10 1,95 0,58
24 M 579T-B 16,53 2,08 0,45
25 M 580T 35,78 1,94 0,74
26 M 581T 269,76 2,04 1,58
27 M 582T 37,93 1,97 0,76
28 M 583T 73,48 2,06 1,06
29 M 585T 237,29 1,96 1,32

Amostras de tecido mamario normal

Tubo ID ID RNA Conc ng/pl R 260/280 R 260/230
1B M 284N-2 141,83 1,90 1,11
3B M 191N-3 71,59 2,00 1,13
4B M 459N 153,58 1,84 1,00

7B M 376N-2 107 2,06 1,23
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Apéndice 1 - Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A.C.Camargo
Cancer Center

TERMO DE DISPENSA DO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Referente a andlise do projeto de pesquisa intitulado: Expressiao de genes reguladores da

diferenciagio celular em carcinomas ductais invasivos da mama

Eu, Fernando Augusto Soares, CRM/SP 40.110, Pesquisador Responsavel pelo presente Projeto de
Pesquisa a ser conduzido na Fundagdo Antonio Prudente --AC Camérgp Cancer Center localizado Rua
Professor Antonio Prudente, 211 — Departamento de Anatomia Patoldgica — Sdo Paulo — SP, 01509-900,
por este termo, solicito ao Comité de Etica desta instituigio a dispensa do Termo de Consentimentlo Livre
e Esclarecido, em razdo desta pesquisa apresentar caréter retrospectivo, por se tratar de levantamento
de dados junto a prontuarios efou banco de materiais biolégiéos. Comprometo-me:

- a preservar a pri'vac‘ldade dos sujeitos de pesquisa cujos dados serdo cotetad-os;

- que as informacOes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para a execugdo do projeto em questdo;

- que as informacbes somente. serdo divulgadas de forma andnima, ndo sendo usadas iniciais ou
quaisquer outras indicacbes que possam identificar o sujeito da pesquisa.

Esperando ter atendido satisfatoriamente as exigéncias desse Comité, aguardamos retorno.

Atenciosamer&/
: NG,

Fernando Augusto Soares
Pesquisador Responsavel pelo Projeto
Data: 29 7 O% 1 aoNy .

Rua Professor Anténio Prudente, 211 ¢ Liberdade * Sao Paulo / SP = CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br
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