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1. INTRODUGAO

O cancer de cabega e pescogo (CCP) é representado na sua maioria pelo
carcinoma escamocelular (CEC), que acomete as vias aereodigestivas superiores, e
esta entre os seis tipos de cancer mais prevalentes no sexo masculino e entre os
oito no sexo feminino (DEDIVITIS, et al.,, 2004). O CCP néo recebe a devida
atencao, principalmente quando é comparado com outras formas de cancer mais
prevalentes. Isso permanece como problema de saude importante, especialmente
quando se trata do elevado custo para a sociedade (MENZIN; LINES; MANNING,
2007). O Ministério da Saude (INCA, 2005) estimou para o ano de 2006, 13.470
novos casos de cancer de boca, segundo localizagdo primaria. Ja para o ano de
2008, a estimativa prevista € de 14.160 novos casos de cancer de boca, segundo
sua localizagao primaria, sendo 10.380 casos em homens e 3. 780 em mulheres
(INCA, 2007).

Na nossa realidade, poucos s&o os cirurgides dentistas que diagnosticam e
encaminham o paciente para o tratamento adequado, seja pela inexperiéncia deste
profissional em reconhecer as lesdes bucais, ou pelo baixo poder aquisitivo da
populacdo que dificulta o acesso ao tratamento odontolégico (DEDIVITIS, et al.,
2004). Sendo assim, um dado bastante problematico é o fato do diagnostico das
lesdes ocorrerem em estagios mais avangados, resultando em pior progndstico para
o paciente (VEECK et al., 1992; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001;
DEDIVITIS, et al., 2004; IYPE et al., 2004; DURAZZO et al., 2005). Por outro lado,
lesbes diagnosticadas em estagios iniciais, com dimensdes ainda reduzidas podem
ter evolugdo surpreendentemente agressiva, tornando necessario o entendimento

dos fatores associados ao seu comportamento biologico.
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Existem diversos sistemas de graduagdes histoldégicas de malignidade que
visam fornecer informagdes preditivas do prognéstico do CEC, embora n&o tenha
sido estabelecido, ainda, um sistema que possa fazer isso com seguranga. Por isso,
muitos estudos tém se dedicado a estudar as bases moleculares da carcinogénese e
a mutagdo de oncogenes chaves no processo da regulagédo, diferenciagdo e
proliferacdo celular, através de técnicas como a hibridizagdo in situ, a reagao em
cadeia polimerase (PCR) e a imunoistoquimica.

Apesar das tentativas, ainda ndo existe bons marcadores de
imunoistoquimica que possam predizer o progndstico ou a resposta a terapia em
pacientes com casos avangados de CEC de cabeca e pesco¢o (RODRIGUEZ-
PINILLA et al., 2005). Atualmente, no meio cientifico, diversas proteinas vém se
destacando como marcadores promissores da biologia da carcinogénese, dentre
algumas, pode-se citar a 3-catenina e a familia de proteinas Wnt, cujo envolvimento
com a progressao tumoral esta demonstrado em alguns estudos (RODRIGUEZ-
PINILLA et al., 2005; YANG et al., 2006; KIKUCHI; YAMAMOTO, 2008).

A proteina [B-catenina encontra-se comumente na célula normal, sendo um
dos componentes do complexo de proteinas da membrana plasmatica, responsavel
pela juncdo entre as células. Além disso, sua presenga também pode ser verificada
no citoplasma celular, mediante a acdo do sistema de sinalizagao celular da via
classica ou canbnica do Wnt, onde ela é responsavel pela transcricdo de genes no
nucleo. Por apresentar mais de uma funcdo na célula, diz-se que esta proteina
apresenta fungao dual (KOBAYASHI et al., 2002; RODRIGUEZ-PINILLA et al., 2005;
ISHIDA et al., 2007; WANG et al., 2007). Pesquisas desenvolvidas, demonstraram a
intima relagdo dessa proteina na carcinogénese, principalmente quando relacionada

a adeséo celular, pois se verificou que a sua degradagéao, ou seja a reducéo de sua
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expressao na membrana celular pode ser indicativa da presenga de invasao e
metastase do CEC (KUDO et al., 2004; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2004; WANG et
al., 2007).

As proteinas Wnt incluem uma familia de glicoproteinas compostas por 19
membros que uma vez secretadas, desempenham fungbes durante o
desenvolvimento celular, atuando na proliferacdo e determinagao da morte celular
(CADIGAN; NUSSE, 1997; MILLER, 2001). Atualmente, ja foi demonstrado que
existem trés vias de sinalizacdo Wnt, e que cada proteina participa de uma via
exclusiva (PRUNIER; HOCEVAR; HOWE, 2004; KIKUCHI; YAMAMOTO; KISHIDA,
2007). As Wnts que participam da via classica ou candnica, sao responsaveis pela
sinalizagdo da [(-catenina no citoplasma (BEHRENS; LUSTIG, 2004). A Wnt-5a,
participa de uma segunda via, chamada de Wnt/Ca** (PRUNIER; HOCEVAR;
HOWE, 2004).

Diversas pesquisas foram realizadas para verificar a existéncia ou ndo da
participagdo desta via na sinalizagdo da B-catenina, entretanto ainda n&o existe
consenso da sua possivel participacdo. Em relacdo a Wnt-5a, sabe-se que uma de
suas funcdes esta no desenvolvimento do sistema nervoso embrionario (BLANC et
al., 2005). Estudo realizado por Clark et al., (1993) verificou que a presenga desta
proteina em tecido humano ocorre apenas em células de coragdao e pulmio de
neonatos e que sua expressao € totalmente suprimida em tecido adulto. No CEC de
boca foi relatado a super expressdo dos genes Wnt nas células neoplasicas e, a
partir dessas observagodes, sugeriu-se a possibilidade de que a inibigdo dos sinais do
Wnt possa ser alvo potencial na supressédo da progressao tumoral (URAGUCHI et
al., 2004). Em relagdo a Wnt-5a, ja foi verificado o seu envolvimento na progressao

de melanomas e em céancer de mama invasivo (BLANC et al., 2005).
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Desta forma, o presente estudo objetivou graduar histologicamente espécimes
com diagnéstico de CEC de boca e correlaciona-lo com a expressao

imunoistoquimica da proteina p-catenina e da Wnt-5a.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMA ESCAMOCELULAR

Diversas pesquisas sdo desenvolvidas a respeito do cancer bucal, em
especial ao CEC, tanto na questdo epidemioldgica, quanto na sua base bioldgica.
Isso se deve, possivelmente, a sua expressiva representatividade na populacao
mundial. Estudo realizado por Kim et al., (2003), com o objetivo de tracar o perfil
epidemiologico de coreanos com CCP, verificou que 16,5% dos casos eram
representados pelo cancer de boca, sendo que desse total 81,8% estava
representado na forma de CEC. Resultado semelhante foi encontrado na populagao
brasileira, onde no periodo de 1994 a 2002, 374 pacientes com cancer bucal foram
avaliados. A representacdo da doenca na forma de CEC foi observada em 90,3%
dos individuos. Dentre os sintomas, encontrava-se a presenga de lesdo na cavidade
bucal associada a dor local (DURAZZO et al., 2005).

O perfil epidemiolégico do CEC de boca relaciona-se a individuos do género
masculino e que apresentaram em sua maioria como habito, o tabagismo e a
ingestdo de bebidas alcodlicas, podendo essas serem de uso isolado ou associado
(VEECK et al., 1992; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001; AMORIM;
AMORIM; FREITAS, 2002; PERUSSI et al., 2002; KIM et al., 2003; DEDIVITIS, et al.,
2004; DURAZZO et al., 2005). Apesar do consenso pela predilegdo do CEC ao
género masculino, o acometimento desta lesdo em mulheres n&o deve ser
descartado. Estudo brasileiro, verificou aumento na incidéncia de CEC em mulheres
(31,8%), sugerindo que esse resultado possa estar associado a possivel mudanga

nos habitos femininos, principalmente no que condiz ao numero de mulheres etilistas
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e tabagistas (DURAZZO et al., 2005). Em outros paises, dados semelhantes foram
encontrados, como na Australia, onde estudo realizado em 116 pacientes portadores
de cancer de boca encontrou raz&do de acometimento entre homens e mulheres de
1,3:1 (CHANDU; ADAMS; SMITH, 2005). A faixa etaria mais acometida esta
compreendida entre a quinta e sexta década de vida (VEECK et al., 1992;
CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001; AMORIM; AMORIM; FREITAS,
2002; PERUSSI et al., 2002; KIM et al., 2003; DEDIVITIS, et al., 2004; CHANDU;
ADAMS; SMITH, 2005), porém a presencga dos fatores etiologicos também pode
desenvolver o CEC de boca em individuos jovens em idade inferior a 35 anos (IYPE,
2004).

Ainda em relacdo aos fatores de risco, verificou-se em pacientes habitantes
do sul da Inglaterra, diagnosticados com cancer bucal e com idade igual ou inferior a
45 anos que em relagao ao tabagismo, 61% dos homens e 44% das mulheres eram
fumantes no momento do diagndstico e, desse total 57% dos homens e 44% das
mulheres fumavam de 11-20 cigarros por dia a mais de 21 cigarros por dia. Apenas
25% dos homens e 40% das mulheres nunca haviam fumado. Em relagdo ao
etilismo, 88% dos homens e 68% das mulheres consumiam alcool com regularidade.
Desse total, 70% dos homens e 53% das mulheres faziam o uso em quantidade
superior aquela recomendada por semana. A associagao entre os dois habitos foi
verificada em 50% dos homens e 32% das mulheres. Concluiu-se, portanto, que os
fatores de risco do cancer bucal sdo os mesmos para individuos jovens e de idade
mais avangada (LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2004).

Entre os sitios anatdémicos intra bucais associados a estes fatores etiologicos
encontram-se a base de lingua, e o assoalho da cavidade bucal (VEECK et al.,

1992; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001; AMORIM; AMORIM;
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FREITAS, 2002; PERUSSI et al., 2002; KIM et al., 2003; LLEWELLYN; JOHNSON;
WARNAKULASURIYA, 2004; DURAZZO et al., 2005; BELL et al., 2007).

O tratamento do CEC é baseado na remocgéo cirurgica com margem de
seguranga, € a depender do estadiamento clinico, o tratamento pode ser
acompanhado da radioterapia e/ou da quimioterapia (IYPE et al., 2004; KADEMANI
et al., 2005). Apesar dos avangos tecnolégicos como a descobertas e
aperfeicoamento de terapias alternativas como a radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia e a terapia fotodindmica para o tratamento do cancer nos ultimos 50
anos (SCULLY; BAGAN, 2007), o prognostico para o CEC continua sombrio, uma
vez que a base molecular do CEC de boca ainda n&o € muito bem compreendida e
envolve multiplos eventos genéticos que culminam na carcinogénese, incluindo a
ativagdo de oncogenes e a inativagdo de genes supressores de tumor (WILLIAMS,
2000; BELL et al., 2007). Estima-se que a sobrevida seja de 40% no primeiro ano
reduzindo para 10% no quinto ano (PERUSSI et al., 2002). Diversas teorias tém sido
postuladas para explicar as diferencas de sobrevida entre os individuos. Dentre elas
incluem-se as diferencas na predisposicdo genética, a diferenga no tratamento
oferecido e aceitado pelo paciente, acesso ao servico de saude, a condigcéo
sdcio-econdmico, a apresentacdo e comportamento da lesdo no momento do
diagnodstico e as diferentes exposi¢cdes aos fatores de risco associado (NICHOLS;
BHATTACHARYYA, 2007).

Na intengao de se verificar a existéncia de diferenga do cancer em lingua para
as outras regides, analisando a localizagcdo como fator de progndstico significante
para o tempo de sobrevida ou o tempo de sobrevida livre da doencga, estudo
realizado por Bell et al., (2007), verificou que a graduacgdo histolégica e o estagio

clinico do tumor séo fatores de prognostico significantes para o tempo de sobrevida
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ou o tempo de sobrevida livre da doenca. Entretanto, ndo existe diferenca de
sobrevida entre pacientes com cancer de lingua e de outras localizagdes da boca.

Em estudo realizado por Nichols; Bhattacharyya (2007), nos Estados Unidos,
cujo objetivo foi o de caracterizar as diferencas de sobrevida entre individuos
brancos e negros com CEC de cabeca e pescogo, observou que dos 1919
individuos que apresentaram a lesédo na regiao de lingua, 151 ocorreram em negros,
enquanto 1768 em brancos, sendo a média de idade para individuos negros e
brancos respectivamente 58,1 e 62,2 anos. No momento do diagnostico, quando
avaliado o estagio T (correspondente a localizagdo primaria do tumor) e N
(correspondente a presenga de metastase em linfonodo regional), este era
estatisticamente maior em individuos negros. Dos 151 pacientes negros com cancer
de boca, 43 apresentaram a mesma idade, sexo, ano do diagnostico, estagio e
tratamento de individuos brancos. A média de sobrevida para esses pacientes foi
66,1 meses para negros e 74,8 meses para brancos. Apesar de nao se ter relagao
estatisticamente significante, os autores sugeriram que € possivel haver pior
prognéstico para individuos negros, uma vez que o0s mesmos acreditam que
possivelmente fatores intrinsecos e extrinsecos podem separadamente influenciar a
sobrevida desses pacientes.

Avaliando-se a distribuicdo do tamanho do CEC de boca e as demais
variaveis, estudo realizado em Salvador-BA-Brasil, observou que para lesées com
tamanhos maiores (T3 e T4); o sexo masculino, a cor/raga preta e parda, o estado
civil divorciado, a idade maior do que 15 anos para inicio do habito de fumar e a
presenca do habito do etilismo foram mais prevalentes em tumores maiores,

diferencas essas estatisticamente significantes (GOES, 2007).
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Diversos autores vém buscando, incessantemente, por sistemas de
estadiamento clinico e graduacéo histolégica de neoplasias malignas que tém como
objetivo fornecer informacgdes para o estabelecimento da terapéutica mais adequada
a cada individuo, assim como auxiliar na predicdo do curso clinico da doenca
(RIPPEY, 1998). A utilizagcdo de pecas obtidas através de bidpsias incisionais para
avaliagdo histologica pode prover informagao adicional com referéncia a atividade
bioldégica do tumor através do uso de marcadores bioldgicos que visam prognosticar
o comportamento e agressividade do tumor no momento da bidpsia, o que
capacitara o médico especializado a escolher terapias especificas a cada paciente

(KADEMANI et al., 2005).

2.2 GRADUAGAO HISTOLOGICAS DE MALIGNIDADE

Em se tratando do CEC de boca, o estadiamento clinico ndo € suficiente
para predizer a sua evolugao, pois algumas lesdes de pequeno tamanho, podem ter
comportamento surpreendentemente agressivo (ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA,
1987). Por esse motivo, o sistema de graduacao histoloégica de malignidade (GHM)
ideal deveria fornecer informagdes mais acuradas sobre o comportamento biolégico
da leséo.

Broders (1941) foi o pioneiro na tentativa de classificar os tumores sob o
ponto de vista da histopatologia. Este autor propds um sistema de GHM baseado
fundamentalmente na proporcdo de células que se assemelhassem ao epitélio
normal. De acordo com esse critério, os tumores seriam divididos em bem

diferenciados (até 25% de células imaturas), moderadamente diferenciados (de 25%
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a 50% de células imaturas), pouco diferenciados (de 50% a 75% de células
imaturas), ou ainda em indiferenciados (mais de 75% de células imaturas).

Enneroth, Hjertman e Morberger (1972) avaliaram carcinomas
escamocelulares de 123 individuos com lesdo em palato e classificaram
histologicamente os casos em bem diferenciados e pouco diferenciados. Para
estabelecer o grau de diferenciagéo, os autores basearam-se na presencga de ilhotas
e corddes epiteliais tumorais bem definidos e no grau de queratinizagéo das células
tumorais. Os individuos portadores de tumores pouco diferenciados apresentaram
maior indice de metastases e menor sobrevida que os demais.

Jackobsson et al., (1973) além da populagao celular tumoral, valorizaram a
reacdo do hospedeiro a agressao tumoral. Os critérios de analise incluiram a
morfologia das células tumorais, a avaliagdo do grau de invas&do vascular e o
infiltrado inflamatdério em resposta a neoplasia. Os autores demonstraram a
presenca de correlagdo entre a GHM, o percentual de recidivas e a taxa de
sobrevida para 5 anos.

Em 1984, este sistema foi modificado por Anneroth e Hansen. A invasao
vascular foi omitida devido a dificuldade de definicdo e reconhecimento desse
parametro. De acordo com os autores, a nova metodologia demonstrou a relagéo
existente entre o grau de malignidade e o estadiamento clinico dos tumores e a
sobrevida dos pacientes. Essa metodologia foi posteriormente aplicada e validada
em estudo abrangendo 89 pacientes, todos com diagndstico de carcinoma
escamocelular em assoalho bucal (ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1986). A
analise estatistica demonstrou que a reprodutibilidade desse sistema foi valida para

todos os parametros morfoldgicos analisados e que existiu correlacéo entre a GHM,
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o estadiamento clinico, a freqUéncia de recidivas e a sobrevida dos pacientes apos
cinco anos do diagnostico do tumor primario.

Em 1987, Anneroth, Batsakis e Luna detalharam o novo sistema de GHM,
que considerava a populacdo celular tumoral e a resposta do hospedeiro. Os
autores utilizaram como parametros para a avaliacdo da populagao celular tumoral
os critérios de grau de queratinizagéo, pleomorfismo nuclear e numero de mitoses.
Para a resposta do hospedeiro a neoplasia, foram utilizados como critérios de
avaliacdo o padrdao de invasdo tumoral, o estagio de invasédo e o infiltrado
linfoplasmocitario reacional. O escore relativo a graduagéo de cada tumor foi obtido
através da média aritmética dos escores de cada parametro utilizado.

O sistema de graduagéo de malignidade proposto por Anneroth, Batsakis e
Luna (1987) foi aproveitado por Bryne et al., (1991) para avaliar o grau de
queratinizagao, o pleomorfismo nuclear, 0 numero de mitoses, o padrao de invasao
e o infiltrado linfoplasmocitario em bidpsias incisionais de CEC de boca. Porém,
somente as células nas margens mais invasivas do tumor foram graduadas e os
escores originais de 1 a 4 propostos por Anneroth, Batsakis e Luna (1987) foram
modificados de acordo com curvas de sobrevida tracadas para cada escore. Assim,
os escores que demonstraram curvas semelhantes foram agrupados numa tentativa
de simplificar a analise. A analise dos resultados permitiu aos autores afirmar que
nenhuma das caracteristicas morfoldgicas do sistema de graduacédo de malignidade
deveria ser excluida, ja que todas apresentaram correlagdo com o prognostico. A
concordancia para parametros isolados nao foi maior que a do sistema como um
todo e a redu¢ao do numero de escores de cada parametro nao aumentaram o valor

progndéstico, nem melhorou o indice de concordéancia entre pesquisadores.
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De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO) (2005), o CEC de
boca pode ser classificado como bem diferenciado, moderadamente e pouco
diferenciado. Ele é histologicamente classificado como bem diferenciado quando se
assemelha ao epitélio escamoso normal. O CEC moderadamente diferenciado
apresenta pleomorfismo nuclear e atividade mitética distintos, incluindo mitoses
atipicas e normalmente existe menos queratinizacao no tecido. Em CEC pouco
diferenciado, existe o predominio de células imaturas, com numerosas mitoses
tipicas e atipicas, além de minima queratinizagdo. E apesar da queratinizagcao ser
mais comumente presente em CEC bem ou moderadamente diferenciado, este ndo
deve ser considerado como critério importante para graduagao histolégica desse
tumor. Ainda de acordo com a WHO, a maioria dos CEC s&o moderadamente
diferenciados, logo a graduacéo pela diferenciagao tem valor de prognaéstico limitado
quando comparado com o padréo de invaséo.

Muitos sao os autores (YEH et al., 2003; DAA et al., 2004; IWAI et al., 2005)
que também procuram estudar as bases moleculares da carcinogénese e a mutagao
de oncogenes no processo da regulagdo, diferenciacdo e proliferagdo celular,

através de diversas técnicas, entre elas a imunoistoquimica.

2.3 B-CATENINA

As cateninas representam uma familia de moléculas representadas pela
a-catenina (102kda), B-catenina (92 kda), e y-catenina ou plakoglobina (83 kda),
cujas localizagdes génicas encontram-se respectivamente nos cromossomos 5q31,
3p21 e 17921. Essas proteinas estdo envolvidas com a proteina E-caderina e juntas

formam o complexo caderina-catenina. Dentre o grupo das cateninas, a 3-catenina
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se liga diretamente a porgao citoplasmatica da E-caderina, motivo pelo qual, esta
proteina é objeto de estudo cientifico (BARTH; NATHKE; NELSON,1997;
BEN-ZE'EV; SHTUTMAN; ZHURINSKY, 2000). Além dessas trés proteinas, outra
molécula denominada de catenina like ou p120 °* foi recentemente descrita e
localizada no cromossomo 11g11 (BEAVON, 2000; CUI et al., 2001; FILLIES et al.,
2005).

Diversas moléculas sdo capazes de interagir com a B-catenina. O estudo
acerca das fungdes biologicas da B-catenina pode demonstrar que essa molécula
apresenta multiplas fungdes, pois combina caracteristicas de proteina de adesao
nas juncgdes entre as células, bem como de fator transcricional através de diferentes
vias de sinalizagédo (BARTH; NATHKE; NELSON, 1997).

A adesdo intercelular € responsavel pela morfogénese da célula e do tecido, e
pela regulagdo dos processos celulares de motilidade, crescimento, diferenciagéo e
sobrevida. A juncdo aderente célula-célula (AJ), € o tipo de adeséo intercelular mais
comum sendo importante para a manutencdo da arquitetura e polaridade celular,
além de poder limitar o movimento e proliferacdo da célula. A AJ agrega, ainda, a
interagdo da via homofilica entre o dominio extracelular dos receptores
caderina/calcio-dependente na superficie das células vizinhas (BEN-ZE'EV;
GEIGER, 1998; NAGAFUCHI, 2001).

Para que haja a ligagéo intercelular, é necessaria a formagdo de dimeros de
E-caderina que se interdigitam originando estrutura linear continua em forma de
“ziper’, sendo essa interacdo dependente dos niveis de calcio extracelular. O
dominio citoplasmatico da E-caderina forma complexo com a [-catenina ou com a
y-catenina. A a-catenina promove a unido do complexo caderina/B ou y-catenina

com as células de actina do citoesqueleto, sendo essa ligagdo importante para forte
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adesdo entre as células (JANKOWSKI et al., 1997; BARTH; NATHKE; NELSON,
1997; BEN-ZE'EV; GEIGER, 1998; BEAVON, 2000; HIROHASHI; KANAI, 2003;
MIGUEL; AMORIM, 2004).

A perda da AJ na adesado normal entre as células associada a desregulagao de
outras trajetdrias de sinalizagdo podem contribuir para o aumento da migragéo e
proliferagdo das células tumorais, levando a invasdo e metastase (SMITH;
PIGNATELLI, 1997; CONACCI-SORRELL; ZHURINSKY; BEN-ZE'EV, 2002). A
desregulagdo do complexo caderina/catenina, além da reducdo da expresséo da
B-catenina, esta presente em varios tipos de malignidade, principalmente as de
carater mais agressivo e com maior potencial de metastase (BARTH; NATHKE;
NELSON, 1997; BEAVON, 2000). Dessa forma, as cateninas e os complexos
intracelulares a ela associados sdo pegas fundamentais para a patogénese e

progressao de tumores malignos (FILLIES et al., 2005).

2.4 AS Wnts E A Wnt-5a

Os genes WNT englobam ampla familia de secregao de proteinas de fatores
de crescimento que vem sendo identificada em animais. Nos humanos, 19 proteinas
Whnt foram identificadas (MILLER, 2001). A familia Wnt de moléculas sinalizadoras
regula numerosos processos no desenvolvimento animal e vem sendo
gradativamente envolvida na homeostase de tecido dos organismos adultos
(MILLER, 2001; NUSSE, 2005). As proteinas Wnt sdo secretadas pelas células e
atuam em células alvo, sendo essa trajetoria complexa e sujeita a intensivo controle
de feed-back. A sinalizagdo de Wnt possui atividade pleiotropica as quais abrangem

da estimulagdo mitogénica, a diferenciagdo, mudanga de polaridade e adesao
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celular diferencial. A natureza da resposta de Wnt é determinada pelas respostas
celulares (NUSSE, 2005). A alteragdo no seu funcionamento esta implicada no
desenvolvimento de doengas, como as degenerativas e o cancer (MILLER, 2001;
NUSSE, 2005).

A trajetoria da Wnt apresenta numerosos pontos de transcrigdo, sendo ativada
em algumas células. Essa especificidade é comumente vista no desenvolvimento da
trajetéria de sinalizacdo, e reflete 0 mecanismo fundamental do controle génico pelo
sinal extracelular: a célula determina a natureza da resposta. A Wnt também controla
genes que sao largamente induzidos. Esse grupo de genes inclui componentes de
sua propria trajetoria ou, dentre esses genes, existem aqueles que sao diretamente
ativados pela cascata Wnt/B-catenina/fator de célula T (FCT) (NUSSE, 2005).

A sinalizagdo da familia Wnt vem sendo demonstrada como elemento
fundamental tanto no desenvolvimento embriogénico quanto na variedade de
doengas, incluindo-se o cancer (PRUNIER; HOCEVAR; HOWE, 2004; LIU; BAFICO;
AARONSON, 2005). Sua trajetoria de sinalizagao é regulada por amplo numero de
proteinas complexas, as quais atuam como agonistas ou antagonistas da
transducdo do sinal, modulando a sinalizacdo do Wnt no citoplasma e no nucleo
(PRUNIER; HOCEVAR; HOWE, 2004).

Dependendo do contexto de sinalizagao e da particular combinagdo Wnt com
um receptor especifico denominado de Frizzled (Fz), presente na membrana
plasmatica da célula, a sinalizagdo intracelular do receptor podera seguir trés
trajetérias distintas: a trajetéria classica ou canbénica Wnt/B-catenina a qual regula a
diferenciagao e proliferacéo celular através da ativacédo da B-catenina/FCT mediada
pela ativagdo transcripcional de genes Wnt alvos (POLAKIS, 2000; LUSTIG;

BEHRENS, 2003; PRUNIER; HOCEVAR; HOWE, 2004; LIU; BAFICO; AARONSON,
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2005), a trajetéria Wnt/Ca*? que é estimulada pela Wnt-5a e Wnt-11 as quais
conduzem a elevagdo do nivel de calcio (Ca *?) intracelular e a ativagdo dos
componentes de sinalizagdo sensiveis ao Ca*, como a fosfolipase C, proteina
quinase C e proteina quinase |l dependente de Ca *>-calmodulina (KUHL et al., 2000;
LUSTIG; BEHRENS, 2003; BACHMANN et al., 2005). A trajetéria Wnt/Ca*? pode
promover agao oposta a trajetéria candnica, entretanto, esse achado ainda néo esta
claro na literatura (LUSTIG; BEHRENS, 2003), e, por fim, a trajetoria
Whnt/polarizagdo a qual envolve os receptores RhoA e Jun Kinase (JNK) sendo a sua
principal funcdo a de regular a organizacdo do citoesqueleto (MILLER, 2001;
LUSTIG; BEHRENS, 2003). Essas duas ultimas trajetérias apresentam funcdes
biolégicas pouco compreendidas (MILLER, 2001; ROMAN-GOMEZ et al., 2007).

A Wnt-5a € membro da familia de proteinas Wnt cujo sinal ocorre através da
trajetéria ndo canonica Wnt/Ca*? (ROMAN-GOMEZ et al., 2007). Essa proteina pode
estar expressa em ceratindcitos normais e linhagem de fibroblastos gengival
(URAGUCHI et al., 2004). Ja foi demonstrado que o gene WNT-5A, suposto gene
supressor de tumor, é silenciado pela metilizagdo em tumor leucemogénese linféide
e esse evento epigenético esta associado com a super expressdo do gene da
CICLINA D1 e confere pior prognéstico a pacientes portadores dessa lesao
(ROMAN-GOMEZ et al., 2007). A atividade da caseina quinase 1 é exigida para a
acao da Wnt-5a na diferenciagdo de precursores dopaminérgicos, sendo a caseina
quinase 1 componente essencial para a indugdo da trajetéria de sinalizagdo da
Wnt-5a n&o apenas em algumas linhas celulares, mas em algo mais complexo como
a biologia dos tumores (BRYJA et al., 2007).

Foi demonstrado que a Wnt-5a, através da sinalizacdo ndo candbnica pode

regular a proliferagdo e migragado das células endoteliais humanas. Supde-se que
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esta proteina possa estar envolvida no desenvolvimento do tumor e da inflamacao,
induzindo a angiogénese (CHENG et al., 2008).

Danielsom et al., (1995) investigaram a organizagdo genémica, o promotor de
atividade e a localizagdo cromossdmica do gene WNT-5A, o qual codifica o fator de
crescimento rico em cisteina, envolvido na sinalizacdo célula-célula durante o
desenvolvimento embriogénico e possivelmente no crescimento tumoral. A
localizagéo da transcricdo do WNT-5A no desenvolvimento de células somaticas da
gbnada sugere que a proteina Wnt-5a pode apresentar fungdo, como na sinalizagao
de moléculas em diferentes células germinativas. A diversidade de atuagdo da

Wnt-5a aponta para sua funcgao pleiotrépica.

2.5 SINALIZAGAO WNT/B-CATENINA

A familia Wnt engloba proteinas de sinalizagdo que influenciam em diversos
processos no desenvolvimento animal, através da participagcao de multiplos eventos
de sinalizagdo durante o processo da embriogénese e tem sido implicada, também,
na homeostase do tecido adulto. Os sinais Wnt sdo pleiotrépicos, com efeitos que
incluem estimulagdo mitdgena, estimulagdo da apoptose e diferenciagcado celular
(JANKOWSKI et al., 1997; CADIGAN; NUSSE, 1997; LUSTIG; BEHRENS, 2003;
LOGAN; NUSSE, 2004). A sinalizagdo € iniciada pela ligagdo da Wnt a duas
moléculas receptoras, proteinas Fz e proteinas relacionadas ao receptor de
lipoproteina 5 e 6 (LRP-5/6) (NELSON; NUSSE, 2004).

A acdo da Wnt ocorre através de diversas cascatas de sinalizagdo no interior
da célula alvo e dentre elas encontra-se a via classica ou candnica, onde nesta via,

sua trajetéria ativa células alvos estabilizando a B-catenina do citoplasma. Na
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auséncia de Wnt, a B-catenina é fosforilada, em seguida ubiquitinizada e por fim,
degradada por proteasomas. Na presenga de Wnt, os componentes celulares
impedem a degradacdo da [-catenina através de mecanismo, ainda, pouco
conhecido. A B-catenina estabilizada entra no nucleo da célula e associada com
outros fatores de transcricdo promove a transcricdo de Wnt e de outros genes,
dentre eles c-myc, c-jun e ciclina D1 em células alvo (SHTUTMAN et al., 1999;
LUSTIG; BEHRENS, 2003). Portanto, a fungdo primaria da B-catenina na trajetéria
de sinalizagdo da Wnt é aumentar a transcricdo desta proteina através de sua acao
direta no ndcleo, mais provavelmente recrutando diferentes coativadores
transcripcional aos sitios de ligagdo do FCT aos genes WNT-responsivos (CONG et
al., 2003).

Pouco se sabe como Wnt sofre transducédo de sinal através da membrana
plasmatica para regular o complexo de degradagdo da B-catenina. Existe forte
evidéncia de que a funcdo do dominio extracelular da proteina relacionada ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LRP) é a de interagir funcionalmente
com as proteinas Wnt e que estas agem formando hetero-oligomeros com os
receptores Fz e LRP (CONG;SCHWEISER; VARMOUS, 2004).

A interacdo da Adenomatous polyposis coli (APC) com a axina é importante para
a regulacdo da estabilidade da B-catenina (HINOI et al., 2000). Os niveis
citoplasmaticos de B-catenina sdo normalmente mantidos baixo diretamente através
da degradacdo mediada por proteasomas, as quais sdo controladas pelo complexo
quinase sintetase glicogénio (GSK)-3/APC/Axina (KISHIDA et al., 1998; WILLERT;
NUSSE, 1998; ZHURINSKY; SHTUTMAN; BEN-ZE'EV, 2000; KONH; MOOM,
2005). Esse complexo de multiplas proteinas regula o turnover da (B-catenina. Na

auséncia da sinalizagdo Wnt este sistema de degradacgdo € muito ativo e mantém o
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nivel de [(-catenina baixo através da fosforilacdo dela pela quinase sintetase
glicogénio-3(GSK-3B) em residuos especificos de serina na cadeia N-terminal. Esta
fosforilagdo pela GSK-3[ é catalizada por grande complexo molecular que inclui a
proteina axina, o supressor tumoral APC e varias outras proteinas incluindo a
proteina de ligacdo a GSK (GBP/FRAT) e a fosfatase proteina 2C (BEN-ZE'EV, et
al., 2000; HINOI et al., 2000; GORDON; NUSSE, 2006). Na auséncia de [-catenina
o FCT pode suprimir a transcricdo génica através de variantes negativas dominantes
OuU em associagdo com um supressor transcricional, como o groucho (LUSTIG;
BEHRENS, 2003).

Atualmente, o conhecimento a cerca da sinalizagdo da Wnt € de que esta
proteina, uma vez presente na superficie das células sinalizadoras, age nas células
alvos através da ligagdo ao complexo Fz/lipoproteina de baixa densidade (LDL) LRP
na superficie da célula. Estudos sugerem modelo no qual a proteina Wnt secretada
interage diretamente ou indiretamente com receptores codificados pela familia do
gene Fz. Em resposta ao sinal Wnt, os receptores Fz ativam as fosfoproteinas
dishevelled (Dvl) que inibem a atividade da GSK-38, levando a hipofosforilagdo da
B-catenina, a inibicAdo de seu turnover, e consequentemente, ao acumulo de
B-catenina hipofosforilada no citoplasma e a redistribuicdo da B-catenina no nucleo,
regides estas fora da AJ (BARTH; NATHKE; NELSON, 1997; WILLERT; NUSSE,
1998; LOGAN; NUSSE, 2004; BEN-ZE'EV, et al., 2000; KOHN; MOOM, 2005).

A estabilizacdo da [B-catenina € o evento chave na transdugdo do sinal Wnt
(BARTH; NATHKE; NELSON,1997; WILLERT; NUSSE, 1998; BEN-ZE'EV, et al.,
2000; LOGAN; NUSSE, 2004). Uma vez que o nivel de B-catenina esta elevado no
citoplasma da célula, ocorre seu deslocamento para o nucleo e consequente

acumulo nessa regido, onde ela estara envolvida na ativagéo transcricional de genes
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alvo em complexo com o fator de crescimento linféide e o fator de transcricdo de
células T especificas (FCT/LEF) (JANKOWSKI et al., 1997; BEN-ZE'EV, et al.,
2000; ZHURINSKY; SHTUTMAN; BEN-ZEEV, 2000; LOGAN; NUSSE, 2004; KOHN;
MOON, 2005; GORDON; NUSSE 2006). A competigao entre diferentes parceiros
citoplasmaticos e nucleares da B-catenina por pool limitado de B-catenina pode
determinar se sua fungdo sera na adesdo ou na transativagdo dos genes
(JANKOWSKI et al., 1997; BEN-ZE'EV; SHTUTMAN; ZHURINSKY, 2000). Sabe-se,
ainda, que a célula estd envolvida em elaborado sistema de regulagdo da
estabilidade dos niveis de -catenina. O sistema complexo que modula a quantidade
de B-catenina livre envolve diversas proteinas e ainda é pouco compreendido
(WILLERT; NUSSE, 1998). Um amplo numero de Wnt alvos tem sido identificado.
Essas proteinas fazem parte da trajetéria de transdugédo de sinal do Wnt, os quais
promovem o controle do feedback durante a sinalizagdo do Wnt (LOGAN; NUSSE,
2004).

As proteinas Wnts induzem a hiperfosforilagdo das proteinas Dvl em células de
mamiferos. Algumas Wnts, como a Wnt-1 e Wnt-3a fosforilam da Dvl e ativam ao
mesmo tempo a trajetoria canénica Wnt de sinalizagéo, levando, consequentemente
a estabilizagdo da B-catenina. Ao contrario dessas proteinas, a Wnt-5a induz a
fosforilagdo da Dvl, mas ndo apresenta acdo sobre a [(-catenina. Dessa forma, a
fosforilagdo da Dvl aparece como consequéncia comum na sinalizagao de inumeras
proteinas Wnt, sem levar em consideracdo a capacidade destas proteinas em
estabilizar a B-catenina (GONZALEZ-SANCHO et al., 2004). Outro estudo
demonstrou que Wnt-5a e a Dickkopf-2 C terminal (Dkk2C), esta ultima pertencente
a familia Dickkopf antagonista do Wnt, sdo incapazes de ativar a sinalizagdo da

B-catenina. Apenas quando as duas metades dessas proteinas sao fusionadas, é
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que a sinalizacdo canbnica é eficientemente ativada. Além disso, a sinalizagao
candnica realizada pelo Wnt-5a/Dkk2C ¢ inibida pelo dominio negativo tanto do Fz,
quanto do LRP. Esses achados mostram que para que haja a sinalizagdo candnica
da Wnt enddogena é necessario ligante tanto dos coreceptores Fz quanto LRP no
mesmo complexo de receptor, particularmente, o mesmo que liga Wnt a cada
receptor independentemente (LIU; BAFICO; AARONSON, 2005).

A sinalizacdo da Wnt tem recebido atencdo consideravel nas pesquisas de
cancer nos ultimos anos devido a muitos de seus componentes desempenharem
importantes fun¢gdes na carcinogénese. Em tumores, tanto a expressdo de Wnts
quanto a mutagdo de um dos componentes responsaveis pela degradagdo da
B-catenina, resulta na estabilizacdo desta proteina e na ativagdo de genes alvos
(LUSTIG, BEHRENS, 2003). A sinalizagdo nuclear pela B-catenina é envolvida na
regulagdo de varios eventos celulares durante o desenvolvimento embrionario e a
ativacao aberrante da transativacdo mediada por essa molécula pode contribuir para
a progressao do cancer por causar o aumento da proliferagdo celular (ZHURINSKY;

SHTUTMAN; BEN-ZE'EV, 2000).

2.6 B-CATENINA E Wnt-5a NA CARCINOGENESE

A literatura ja demonstrou que a -catenina apresenta duas fungdes
aparentemente opostas, mas que sdo fundamentais durante a formagéao do cancer
(YU et al, 2005): de um lado a p-catenina faz parte do complexo
E-caderina/catenina o qual tem sua fungdo limitada a diferentes estagios do
desenvolvimento do tumor; e por outro lado, a ativagao descontrolada da ativagao da

capacidade de sinalizagdo da [B-catenina promove a formacdo do tumor. Apesar
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desse conhecimento, ainda ndo estar claro a maneira como essas duas funcdes
estdo conectadas (BEHRENS, 1999).

A B-catenina apresenta importante fungdo na trajetéria de transdugao do sinal
que regula a diferenciagao e proliferagao celular. O aumento da concentragdo desta
proteina no citoplasma favorece a ligagdo com a familia do FCT das proteinas
ligadas ao DNA e, sua subsequente migragdo para o nucleo, onde ela induz a
transcricdo de genes especificos (MIZUSHIMA et al., 2002), como a ciclina D1 e
c-myc (SHTUTMAN et al., 1999).

Os niveis intracelulares de B-catenina sédo regulados por diferentes trajetdrias de
sinalizacdo e desempenham funcdo central no desenvolvimento do tumor. Sabe-se
também que mutagdes encontradas no GSK-3[B, resultam na estabilizacdo da
B-catenina (CHEN, DING, MCCORMICK, 2000).

A biologia molecular moderna tem demonstrado a invasao e metastase do tumor
como processo continuo que incluem trés etapas: a redu¢do da adeséo intercelular,
alteragao na interagdo das células tumorais com a matriz extracelular e a invasao
dentro e na periferia dos tecidos, incluindo os vasos sanguineos e os ductos
linfaticos (LIN et al., 2004).

O complexo E-caderina/catenina esta envolvido em larga extensdo na biologia
celular do cancer. Ja foi observado na literatura diferengas na expressao deste
complexo em tumores com diferentes graduacgdes histoldgicas. Existe forte
expressividade na marcacdo imunoistoquimica para as caderinas e cateninas em
carcinomas bem diferenciados, ao contrario dos tumores pouco diferenciados, cuja
expressao € reduzida. A possivel razao para esse achado é o fato do tumor mais
diferenciado, por ser menos invasivo, possa apresentar maior adesividade entre as

células (WIUNHOVEN; DINJENS; PIGNATELLI, 2000; HIROHASHI; KANAI, 2003).
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A B-catenina, também, desempenha importante fun¢cdo na regulagéo da atividade
proliferativa do cancer de pulmao, onde o aumento dessa atividade esta associada
com a redugdo na expressdao da [B-catenina (PIRINEN et al., 2001; CHOI et al.,
2003). A desregulacdo desta proteina pode apresentar importante fungdo na
patogénese em carcinoma seroso de ovario, onde foi observada correlagao
estatistica significante entre a localizagdo nuclear da p-catenina e carcinoma seroso
de ovario com alto grau de malignidade (LEE et al., 2003). E em células de
carcinoma endometrial a [B-catenina nuclear pode simultaneamente induzir a
ativagao da trajetéria p53-p21 WAF1 e super expressao da ciclina D1, resultando na
supressao da proliferagcédo celular ou indugdo do envelhecimento celular, sugerindo
que a acumulagao nuclear da [(B-catenina é sinal inicial da perda de diferenciacao
(SAEGUSA et al., 2004).

A reducdo da expressdo da [(-catenina na membrana plasmatica também esta
associada com a perda de diferenciagdo celular em CEC de laringe, como
observado no estudo realizado por Lopez—Gonzalez et al., (2004), no qual néo foi
verificada a presenca de marcacido nuclear pela B-catenina. Em carcinomas pouco
diferenciados, a super expressao da (3-catenina em citoplasma pode estar associado
com alteracdo em sua degradagao pelo complexo APC/GSK 3f/axina, e uma ou
todas as trajetérias de sinalizagdo podem participar na redistribuicdo da 3-catenina.
Essas possibilidades podem estar associadas a instabilidade genética, a qual esta
aumentada durante a progresséo do tumor.

Lin et al, (2004), investigaram a expressdo da E-caderina, a-catenina,
B-catenina, y-catenina e ciclina D1 em 62 pacientes com CEC de esbdfago e
avaliaram suas interrelagbes com as variaveis clinicopatologicas e seus efeitos no

progndstico. Eles observaram que os pacientes que apresentaram a expressao de
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E-caderina preservada, apresentaram melhor prognostico do que aqueles cuja
expressado encontrava-se reduzida, sugerindo que a menor expressao da proteina
esta relacionada com a perda da adesao celular e a promog¢ao da metastase através
do vaso sanguineo. A expressao da a-catenina, mas ndo a da 3 e y-catenina estava
correlacionada com a expressdo da E-caderina. A reducao ou perda da expressao
da y-catenina estava mais relacionada a metastase do linfonodo. Sua expresséao era
menor em tumores pouco diferenciados, e além disso, a reducédo da sua expressao
estava relacionada a baixa sobrevida do paciente. A expressédo da a e [B-catenina
nao foi relacionada ao grau histoldgico, a profundidade de invasdo, a metastase dos
linfonodos e ao tempo de sobrevida.

Ninomiya et al., (2000), avaliaram a alteracdo da expressdo da [-catenina e
E-caderina em CEC de es6fago em 22 espécimes de amostras de tecido, analisados
pelo método Western-blot. Reducdo na expressao de E-caderina, a-catenina e
B-catenina foi observada em 18,2%, 27,3% e 40,9%, respectivamente. Nao houve
correlacdo entre os niveis da B-catenina com a E-caderina. A super expressao da
B-catenina foi observada em 13,6% dos tumores. Desses casos, dois apresentaram
coloragao citoplasmatica quando analisado pelo método da imunoistoquimica. A
localizacdo nuclear da [B-catenina foi observada em apenas um caso, o qual
apresentou alto nivel de B-catenina no tecido tumoral. Para avaliar o mecanismo da
super expressao da [3-catenina e sua localizac&o nuclear, foi examinada a sequéncia
gen6mica de DNA contendo sequéncias do gene da [-catenina e APC. Nenhuma
mutacdo do gene da [(-catenina foi verificada nos casos avaliados. Verificou-se o
silenciamento da mutacdo do gene APC nos casos onde se detectou super
expressao ou localizacdo nuclear da [(-catenina. Os resultados desse estudo

demonstraram a presenca de alteracdo da expresséo da E-caderina e cateninas no
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CEC de esOfago e que essas alteracbes pode afetar o sistema de adesédo
intercelular e a trajetéria de transducgédo de sinal, induzindo a carcinogénese e a
progressao do cancer.

Castro et al., (2000) observaram expressdo nuclear e citoplasmatica da
B-catenina em CEC de eséfago, sendo que os tumores que apresentaram marcagao
nuclear exibiram alta atividade proliferativa, verificada através da marcacgao pelo
Ki-67. E, segundo esses autores, sugere-se que a mutagido presente no gene da
B-catenina, usualmente, possa ser demonstrada através do acumulo da (B-catenina
no citoplasma e no nucleo, verificada pela técnica de imunoistoquimica.

Mizushima et al., (2002) avaliaram o papel da Wnt no desenvolvimento e
progressao do CEC do esbéfago e mostraram que a Wnt-1, durante a sua trajetéria
promove o acumulo de B-catenina no citoplasma, com resultado da ativacdo da
transcricdo génica B-catenina/FCT dependente. Esses achados indicam que Wnt-1
pode regular a atividade transcricional de FCT-dependente e da (B-catenina nestas
células.

Diversos genes WNT de grupos classico ou candnico e alternado séo
bastante expressos em células de leucemia quando comparado com células B
normal. A expressdo de todos os componentes da cascata de sinalizagdo da Wnt
pela via candnica, na leucemia linfocitaria crénica, juntamente com os efeitos
observados da ativagdo e inibicdo da B-catenina implicaram na trajetoria da Wnt e na
patogénese da leucemia linfocitaria crénica, sugerindo que isso possa exercer
fungcdo no aumento do tempo de vida da célula B maligna (LU, et al, 2004). Na
leucemia linfoblastica aguda ja se verificou que o gene WNT-5A, suposto gene

supressor de tumor, é silenciado pela metilagdo promovida por esta enfermidade e
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este evento epigenético confere pobre progndstico para os pacientes portadores
(ROMAN-GOMEZ et al., 2007).

Cui et al., (2001), estudaram a expressao e mutagdo da B-catenina em
carcinoma hepatocelular em chineses e encontraram que a mutagao do exon do
gene da (-catenina € um dos fatores mais importantes na ativagédo da trajetéria da
Wnt no carcinoma hepatocelular. A parti dai eles concluiram que o gene mutado da
B-catenina e sua super expressdo podem ser um dos fatores chave que ativam a
trajetéria anormal Wnt/B-catenina neste carcinoma. Também em carcinoma
hepatocelular, Ishizaki et al., (2004), analisaram o acumulo de B-catenina através da
imunoistoquimica e encontraram em 27% das amostras tumorais coloracido positiva
da proteina no nucleo, indicando que a disfungdo na trajetéria da Wnt pode existir
nesse tumor. E a mutagcbes nos genes da [(-catenina e da familia Axina estédo
associadas com essa alteragao.

Em tumor de cérebro foi observada, através da reacao em cadeia polimerase
(PCR), a expresséo das proteinas Wnt-5a, Wnt-10b e Wnt-13. E possivel que essas
proteinas, expressas tanto no tecido cerebral normal quanto no tumor, possam
desempenhar papel no desenvolvimento normal do cérebro e na proliferagdo do
tumor de cérebro, respectivamente (HOWNG et al., 2002).

Muitos carcinomas ductal invasivo de mama apresentam perda da expressao
da proteina Wnt-5a, ao contrario dos carcinomas de mama lobular. Essa diferencga
provavelmente ocorre devido a genes diferentes que séo ativados durante a indugao
e progressdo desses tipos de carcinoma. A perda da expressdo da Wnt-5a esta
relacionada a tumores menos diferenciados, existindo ainda, associagao entre a

perda da expressdo da Wnt-5a e a presenca de metastase regional de linfonodos,
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entretanto o mecanismo molecular responsavel por esse evento ainda ndo é bem
conhecido (JONSSON et al., 2002).

Ao avaliar a expressao da Wnt-5a e do seu receptor Fz em tumores
melandticos benignos e malignos, observou-se que a expressdo nuclear dessa
proteina e do seu receptor foi reduzida em melanomas quando comparado com o
nevo benigno, entretanto, em relagdo a expressao citoplasmatica, encontrou-se o
oposto, havendo aumento no nivel de marcagdo no melanoma. No melanoma
nodular primario, verificou-se marcagdo da B-catenina no nucleo e no citoplasma,
além da redugcdo da expressdao em membrana. Houve correlagdo positiva entre a
expressao nuclear da Wnt-5a com a expressao nuclear da B-catenina (BACHMANN
et al., 2005).

A proteina Wnt-5a € super expressa em estagios avangado de cancer
gastrico, sendo sua expressao diretamente relacionada com o pobre progndstico.
Como consequéncia, o tempo de sobrevida de cinco anos encontrado nos pacientes
com e sem expressao desta proteina foi, respectivamente de 50% e 20%. Esse
achado sugere que a imunomarcagado da Wnt-5a em células de cancer gastrico,
pode ser auxiliar na determinagao da terapia especifica, apos a remogao cirurgica do
tumor. Além disso, a Wnt-5a pode estimular a migragdo celular e a invasao de
células deste tumor através da regulagdo do complexo de adesdo. Ou seja, a
Wnt-5a atua como regulador negativo da [(-catenina—dependente na proliferagéo
celular. A B-catenina positiva nas células pode prevenir a expressao da Wnt-5a.
Entretanto, o mecanismo exato para a expressao da B-catenina e Wnt-5a em cancer
gastrico ainda nao é bem conhecido (KURAYOSHI et al., 2006).

Pesquisa realizada por Huang et al., (2005) em cancer de pulmao, verificou

alta expressao da Wnt-5a quando este tumor estava representado na forma de CEC
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e de adenocarcinoma, sendo estatisticamente maior a expressao da proteina na
primeira forma do que na segunda. O padrédo de expressao da proteina Wnt-5a
observado foi o citoplasmatico. Com referéncia a expressao intratumoral dessa
proteina, houve grande variagao entre as células tumorais positivas. Em relagéo a
expressao tumoral da B-catenina e da Wnt-5a, dos 71 tumores positivos a proteina
Wnt-5a, quinze carcinomas exibiram padrao membranoso; vinte e quatro carcinomas
apresentaram padrao membranoso/citoplasmatico e o padréo citoplasmatico/nuclear
foi observado em vinte e trés carcinomas. Entretanto os autores verificaram que dos
52 carcinomas negativos a proteina Wnt-5a, a expressdo da [(-catenina também
esteve presente, ndo havendo portanto, diferenga estatistica significante entre a
expressao da Wnt-5a e da B-catenina. Além disso, ndo existiu correlagdo entre a
porcentagem de células tumorais positivas a Wnt-5a e a porcentagem de células
tumorais com coloracéo citoplasmatica e/ou nuclear para a (-catenina. A expressao
intratumoral da Wnt-5a correlacionou-se, apenas, com a expressao da -catenina no
estroma, sugerindo a existéncia da interagdo tumor-estroma.

Em contraste com os membros Wnt promotores da sinalizagao candnica, os
quais apresentam super expressdo em muitos canceres, dados recente mostraram
evidéncias de que a Wnt-5a, também desempenha papel importante na iniciagcao e
progressédo do cancer. Entretanto a exata natureza dessa funcdo ainda é
controversa. A funcao desta proteina, tanto na supressao quanto na promog¢ao do
tumor é dependente de fatores intra e extracelulares. A presenca de receptores, a
interagdo entre os diferentes tipos celulares e a regulagdo do gradiente de Wnt-5a
pelos componentes da matriz influenciam na complexa rede de sinalizagéo
(PUKROP; BINDER, 2008). Uma das teorias vigentes € a de que a Wnt-5a € um

ligante representativo que ativa a trajetoria independente da (B-catenina, durante a
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sinalizacdo Wnt. Entretanto, a exata relagdo entre a trajetéria independente da
B-catenina e a carcinogénese é desconhecida (HUANG et al., 2005; KURAYOSHI et

al., 2006).

2.7 B-CATENINA E Wnt-5a NO CANCER DE CABEGA E PESCOGO

Assim como os tumores relatados anteriormente, ja foi verificado que no CEC
de cabeca e pescoco existe alteragdo na expressao da B-catenina, onde estudo
verificou que a trajetoria de sinalizacdo Wnt/B-catenina pode ocasionar o
desenvolvimento e a progressdao do CEC de cabega e pescogo promovendo o
crescimento invasivo do mesmo, sendo este um achado comum nesse tipo de tumor.
Os autores verificaram que na frente de invasdo do tumor a B-catenina estava
localizada no nucleo e citoplasma (YANG et al., 2006).

Alteracado na expressao da [(3-catenina também esta presente em leucoplasia
bucal, lesdo cancerizavel. Estudo verificou diferenca da expressao da [3-catenina em
epitélio normal e em leucoplasia, cujo epitélio exibia ou nédo displasia epitelial. No
epitélio normal, a [B-catenina estava presente em membrana plasmatica. Em
leucoplasias sem a presenca de displasia epitelial a expressdo da B-catenina foi
observada em 24% dos casos na membrana plasmatica ou na membrana e no
citoplasma celular nas camadas basal e espinhosa. Em leucoplasias com displasia
moderada a expressao da [-catenina foi observada em 30% dos nucleos. Quando o
padrao histolégico exibia quadro de intenso pleomorfismo celular, e grande numero
de figuras de mitose, incluindo as mitoses atipicas, apresentou padrdo de marcagao

nuclear e a expressao da [(-catenina estava presente em mais de 80% das células
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epiteliais. Ou seja, a expressao da B-catenina foi estatisticamente dependente do
grau de displasia apresentado pelo epitélio bucal (ISHIDA et al., 2007).

Estudo realizado em 118 espécimes de CEC de cabeca e pescoco verificou a
perda de expressao da [(-catenina da membrana plasmatica e a presenca de
B-catenina no citoplasma celular de alguns tumores analisados. Entretanto, a
presenca nuclear desta proteina nao foi verificada, sendo, para os autores, achado
incomum para esse tipo de tumor (RODRIGUEZ-PINILLA et al., 2005).

Yu et al., (2005), estudaram a fungdo da [B-catenina em CEC de cabega e
pescoc¢o. Para isso, primariamente, eles estudaram a incidéncia de mutacdo da
B-catenina em 60 amostras deste tumor. Uma vez que mutacbes nao foram
encontradas, eles avaliaram o nivel de expressdo da proteina B-catenina em
amostras de tecido de CEC de orofaringe e correlacionaram essa proteina com o
nivel de ciclina D1 e os dados clinicopatologicos. Observou-se que pacientes
portadores de tumor com baixa expressdo de [(-catenina tiveram 3,5 vezes mais
risco de recorréncia local quando comparado com O grupo que possuia alta
expressao desta proteina. Os niveis de [(-catenina apresentaram tendéncia em
predizer a sobrevida livre de doenca. Além disso, foi observada correlacao inversa
entre os niveis da proteina B-catenina e do FCT e a ciclina D1, indicando que a
B-catenina ndo funciona como molécula de sinalizagcdo em CEC de orofaringe. A
correlacdo inversa entre os niveis da 3-catenina e da ciclina D1 pode ser explicado
pelo efeito oposto que a ativagdo da trajetdria de sinais tem na expressdo dessas
proteinas.

O CEC da cavidade bucal expressa onze membros dos dezenove existentes
da familia Wnt (3, 3a, 4, 5a, 5b, 6, 7a, 7b, 10b, 11 e 14), além de grupo de sinais de

ativagdo, sugerindo-se que o aumento da expressdo dessas proteinas e de sua
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trajetéria de sinalizagdo aceleram a progressao do tumor, sendo que esses sinais
sdo predominantemente ativados em células tumorais presentes no front de invaséo
(URAGUCHI et al., 2004).

A maioria das células bem diferenciadas do CEC de boca apresenta-se com
forte expressao para Wnt-1 e para a 3-catenina, cuja presenga aumenta da camada
periférica em diregcao a parte central do tumor. Para CEC moderadamente e pouco
diferenciados observou-se baixa expressdo da Wnt-1 e da B-catenina, inclusive na
porcao invasiva do tumor. Esses dados sugerem que a expressao destas proteinas
pode estar relacionada ao grau de diferenciagdo do CEC (ZHANG et al., 2005).

Taki et al., (2003) avaliaram a expressao dos genes WNT-1, 2, 3, 4, 5a, 6 e
7a, em linhagens celulares de CEC de boca as quais foram comparadas com
ceratindcitos normais. Para o estudo foram obtidas linhagens de células
provenientes da vulva humana. Onze linhagens celulares do CEC e duas linhagens
de ceratindcitos normais foram isoladas e cultivadas. A analise da expressao dos
genes WNTs foi realizada através da técnica da PCR. Os autores verificaram relagéo
inversa entre a expressédo do WNT-4 e da WNT-5A, ou seja, enquanto algumas
linhagens de células ndo apresentavam expressao para o WNT-4, essas mesmas
linhagens de células apresentavam forte expressdo para o WNT-5A. Essas
linhagens de células apresentaram redugédo da expressao de E-caderina e elevada
expressao da vimentina, acompanhada da express&o do Snail e & EF1, sugerindo a
associacdo do WNT-4 com o fendtipo epitelial e o WNT-5A com o fendtipo
mesenquimal das células do CEC. Todas as células do carcinoma com fendtipo
epitelial, apresentaram aumento da expressdo de ao menos um gene WNT. Esse
achado sugere a forte correlacdo entre a sinalizagdo Wnt/B—catenina com a

formagao e progressao do tumor. No CEC as Wnts podem alterar as caracteristicas



45

das células como a mobilidade, adesao e invasdo como o0 passo mais tardio da
progressdo do cancer. Esse estudo sugere que a perda de Wnt-4 e a super
expressao da Wnt-5a sao possiveis marcadores moleculares para o fenétipo mais
invasivo e maligno do CEC.

Mahomed, Altini e Meer (2007), avaliaram a expressao da (B-catenina em 30
casos de CEC de boca com e sem metastase nodal, avaliados através de linfonodos
extraidos. Pode-se verificar que houve redugao significante da expressdo dessa
molécula na membrana plasmatica com a progressao do tumor, havendo diferenca
entre a expressido da proteina em tumores moderadamente e pouco diferenciados
quando comparado ao grupo de tumores bem diferenciados. Além disso, os autores
observaram acumulo citoplasmatico de [(-catenina, com frequente acentuacao
paranuclear em mais de 50% das células tumorais na fronte de invasédo tumoral, os
quais foram classificados como moderadamente ou pouco diferenciados.

A reducdo ou a auséncia de marcacao da B-catenina na membrana celular é
estatisticamente diferente em amostras teciduais de CEC quando comparado com
amostra de tecido epitelial normal (WANG, et al 2007), sendo caracteristica
correlacionada com o aumento da graduagédo do modo de invaséo, e indicativo de
pior prognostico (CHOW et al.,, 2001; KUDO et al., 2004, UEDA et al., 2006;
MAHOMED; ALTINI; MEER, 2007).

A investigacdo da expressdo da E-caderina e cateninas na membrana
plasmatica pode ser parametro bioldgico eficiente no prognostico de metastase dos
linfonodos em amostras de tecido biopsiados de CEC de boca (UEDA et al., 2006;
MAHOMED; ALTINI; MEER, 2007), o que pode ser novo alvo na inibigdo da invasao

e metastase do CEC, assim como, marcador para o prognodstico de metastase
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(BANKFALVI et al., 2002; KUDO et al., 2004; FILLIES et al., 2005; MAHOMED;
ALTINI; MEER, 2007).

Williams et al., (1998), avaliaram a expresséo de caderinas e cateninas durante o
processo da carcinogénese bucal, através da analise comparativa do epitélio bucal
normal e displasico com o CEC primario e metastatico. Eles verificaram que a
presenca de cateninas com E-caderina nas camadas mais superiores do epitélio
reflete a intima associagcdo com a E-caderina na formacado da AJ e que a perda da
expressao de cateninas e E-caderina estava relacionada ao grau de malignidade da
lesdo, concluindo que a perda de caderinas e cateninas na membrana celular na
fronte de invasao do carcinoma pode ser marcador de metastase.

Bankfalvi et al., (2002) estudaram o progndéstico e o valor preditivo da expressao
imunoistoquimica da B-catenina em amostras de tecido tumoral e regides adjacentes
a lesdo, sem invasao tumoral e/ou com displasia epitelial de 75 pacientes
diagnosticados com CEC de boca. Eles verificaram que em carcinomas invasivos a
proteina foi expressa de forma heterogénea. Houve super expressédo da -catenina
em doze metastases, oito exibiram pouca expressdo e em dez casos ndo houve
diferengca no padrdo de imunoistoquimica de metastase em linfonodo comparado
com CEC primario. Os resultados do estudo suportam a hipétese de que a
B-catenina esta envolvida na manutencdo da polaridade e arquitetura do tecido.
Sendo que a perda da [(-catenina esta presente na parte mais invasiva do
carcinoma.

Kurtz et al., (2006), correlacionaram a expressao da B-catenina em CEC de
cabeca e pescogo de 45 pacientes com outras variaveis clinicopatologicas. Dos
casos analisados, trinta e dois tumores encontravam-se localizados na cavidade

bucal. Nao foi observado relacdo da baixa expressao da B-catenina na membrana
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com a baixa sobrevida quando comparada com os casos de alta expressao dessa
proteina. Da mesma forma, ndo foi encontrada qualquer relacdo da alta ou baixa
expressao dessa proteina com qualquer caracteristica clinicopatolégica.

Gao et al., (2005), investigaram a perda de heterogozidade (LOH) e
hipermetilagdo do gene promotor APC e a expressao das proteinas E-caderina e
B-catenina, de forma a elucidar a possivel fun¢ao da trajetéria da APC/B-catenina em
carcinoma bucal. Os autores verificaram padrdo de expressao similar entre a
E-caderina e B-catenina, as quais foram visualizadas na membrana da célula, na
camada basal e parabasal do epitélio normal e também dispersa na membrana e
citoplasma das células tumorais em nove das quinze amostras investigadas por
imunohistoquimica. A expressao citoplasmatica estava presente predominantemente
em tumores moderadamente e pouco diferenciados com correlagéo significante
entre o nivel de graduacdo e o padrdo de expressado da E-caderina e B-catenina.
Alteracdo do gene APC foi encontrada ainda em quatro dos nove casos, 0s quais
apresentaram expressao citoplasmatica da B-catenina. Sendo assim, o acumulo da
B-catenina citoplasmatica pode ser importante na progressdo da malignidade a qual
foi principalmente, expressa em tumores pouco e moderadamente diferenciados.

De Aguiar, Kowalski e Almeida (2007), avaliaram os possiveis parametros
clinicopatolégicos de marcadores imunoistoquimico entre grupos de pacientes com
CEC de boca apresentando recorréncia precoce e sem recorréncia. Os autores
verificaram diferenga significativa entre a histéria de consumo de alcool e os grupos
avaliados, com valores de 91,3% no grupo com recorréncia e de 63,0% no grupo
sem recorréncia. A positividade da [(-catenina na membrana foi observada em
70,3% do grupo com recorréncia do tumor e em 90,7% do grupo sem recorréncia. A

expressdo nuclear da B-catenina nao foi verificada. Observou-se a existéncia de
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correlacdo entre a B-catenina citoplasmatica e a invaséo linfatica. Essa correlagao
também foi observada em casos tratados com cirurgia e radioterapia, tratamento
normalmente dirigido a casos mais avangados. A expressdo da [B-catenina na
membrana foi mais freqUente no grupo sem recorréncia do que no grupo com
recorréncia. Os autores concluiram que a recorréncia precoce estava associada ao
consumo de alcool e que a expressao da [3-catenina na membrana plasmatica pode
ser considerada como marcador biolégico tumoral.

Yeh et al., (2003), avaliaram a correlagdo entre a expressao protéica e as
mudangas epigenéticas e de mutagdes genéticas relacionados com a trajetoria Wnt
em CEC de boca de amostras de tecido de trinta pacientes. Nestas amostras foi
analisada a mutacdo da B-catenina em todas as regides de cddons e sequéncias de
exons—introns. Nao foram verificadas mutagdes significativas e apenas trés
polimorfismos foram encontrados. Em relacdo a proteina APC verificou-se que as
mudangas epigenéticas no CEC ocorrem em estagio pré maligno e que essa
mudanga ndo desempenha fungdo no desenvolvimento do cancer. Em relagédo as
proteinas GSK observou-se que o padrao de expressao nuclear e citoplasmatica ndo
apresentou relagdo com mudancgas epigenéticas. A auséncia de mutagdes também
foi verificada na AXIN-1. Os autores concluiram que a expressao aberrante na
trajetéria de sinalizagdo do Wnt relacionada as proteinas (B-catenina, GSK, APC e

AXIN-1, podem ndo desempenhar fungédo importante no desenvolvimento do CEC.
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3. PROPOSIGAO

Com base nos dados revistos pela literatura o presente trabalho se propés a:

3.1 OBJETIVOS GERAIS:

Avaliar a relacdo da expressao da [-catenina e da Wnt-5a em CEC de boca

com diferentes graus histolégicos de malignidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Verificar a imunoexpressdo da proteina Wnt-5a no CEC de boca e a sua
relagcdo com a graduacéo histolégica de malignidade tumoral.

2. Verificar a imunoexpressao da 3-catenina no CEC de boca e a sua relagao
com a graduacéo histologica de malignidade tumoral.

3. Verificar a existéncia da relagdo entre a imunoexpressdo das proteinas

Whnt-5a e B-catenina em CEC de boca.
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4. METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

A pesquisa desenvolvida foi de pratica laboratorial, enquadrada no

paradigma quantitativo, com um design descritivo correlacional.

4.2 POPULAGAO E AMOSTRA

Fizeram parte da amostra os ultimos trinta e seis espécimes referentes ao
periodo de 2003 a 2007, com diagnostico histopatolégico de CEC de boca, dos
arquivos do Laboratério de Anatomia Patologica da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (FOUFBA), Salvador, Bahia. Em seguida os dados
clinicos e epidemioldgicos dos pacientes foram coletados das fichas do Servigo de
Estomatologia da FOUFBA. A coleta dos espécimes e das fichas foi realizada no

periodo de 2006 a 2007.

4.3 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa desenvolvida foi aprovada pelo Conselho de Etica da Faculdade

de Odontologia da UFBA de acordo com a resolugdo do Comité de Etica em

Pesquisa, e com o numero de registro CAAE 008.0.368.000-07 FR 13184.
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4.3GRADUAGAO HISTOLOGICA DE MALIGNIDADE

Os blocos de parafina correspondentes as lesbes foram recuperados e
cortes histolégicos de cinco pm de espessura foram obtidos e processados
rotineiramente para a coloragdo por Hematoxilina/Eosina (H/E). As laminas coradas
por H/E foram avaliadas por um unico examinador, devidamente treinado, e as
lesdes foram graduadas de acordo com o sistema de graduacdo proposto pela
Organizagao Mundial de Saude (WHO), 2005.

Neste sistema, a graduagao histoldégica de malignidade fundamenta-se em
critérios morfologicos que representam a populagdo celular tumoral, como,
pleomorfismo nuclear e numero de mitoses. O grau de queratinizagdo nao é
consideracgao fator preponderante como graduacgao histolégica de malignidade.

De acordo com esse sistema, os tumores foram classificados de acordo

com a Tabela 1.

Tabela 1: Sistema de graduagéo histolégica de malignidade segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (WHO), 2005. Salvador, Bahia, 2008.

Grau Histolégico de Malignidade Aspectos observados

Bem diferenciado Presenca de semelhanga ao epitélio escamoso
normal.

Moderadamente diferenciado Presenga de pleomorfismo nuclear e atividade

mitética distintos, incluindo mitoses atipicas e pouca
queratinizagao no tecido.

Pouco diferenciado Predominio de células imaturas, com numerosas
mitoses tipicas e atipicas, além de minima

queratinizacgéo.

*A analise do numero de mitoses sera realizada em campos pela objetiva de 40 vezes.
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4.4TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

Nos mesmos blocos de parafina utilizados para fazer a graduagao histologica
de malignidade, foram processados cortes de cinco um de espessura para a
coloracdo imunoistoquimica. Todos os procedimentos foram realizados nos
laboratérios de Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao

Paulo (FOUSP), de acordo com a técnica descrita a seguir.

4.5.1 Procedimentos iniciais

Os cortes histologicos foram estendidos em laminas carregadas positivamente
(Imunnoslide, EasyPath) processados pelo método da estreptavidina-biotina (SABC).
Todas as laminas foram armazenadas em estufa a 60°C por no minimo vinte e
quatro horas para melhor fixagdo do corte. Em seguida, procedeu-se a
desparafinizacdo através de duas imersdes sucessivas em xilol, sendo a primeira a
60°C por trinta minutos e a segunda em temperatura ambiente por vinte minutos.
Apods o xilol, os cortes foram reidratados através de trés imersdes sucessivas em
alcool absoluto, seguidas por etanol 95%, 85% e 80% durante cinco minutos cada.
Em seguida os cortes foram imersos em solugdo de hidroxido de aménio a 10% e
etanol 95% durante dez minutos com a finalidade de remover o pigmento formdlico.
Posteriormente, realizou-se lavagem em agua corrente, seguida por dois banhos em

agua destilada de cinco minutos cada.
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4.5.2 Recuperagao antigénica

O procedimento para a exposi¢ao dos sitios antigénicos nos cortes histolégicos
foi realizada em &acido citrico (10nM pH 6,0) em banho maria a 95°C durante trinta
minutos. Em seguida as laminas foram lavadas em agua corrente, seguida por dois

banhos em agua destilada de cinco minutos cada.

4.5.3 Bloqueio da peroxidase endégena

O bloqueio da peroxidase enddgena foi procedido através de dois banhos de
quinze minutos em solugcdo de H,0O, 20 volumes (6%) e metanol (1:1). Os cortes
foram lavados, em seguida, em agua corrente e duas vezes em agua destilada.
Logo apos realizou-se tamponamento com trés banhos de cinco minutos em solugéo

de TRIS, pH 7,4.

4.5.4 Incubacao dos anticorpos primarios, secundario, do anticorpo terciario e

do cromégeno

Apos a lavagem das laminas com tampado TRIS e remogdo do excesso de
liquido, foram aplicadas aliquotas de anticorpos primarios diluidos em solugado de
TRIS, pH 7,4 acrescido de albumina bovina a 1%, contendo azida sodica a 0,1%
(BSA — Bitest S/A — Sao Paulo, Brasil), cujas concentragdes e tempos de incubagéao
seguem na Tabela 2 abaixo. Para o anticorpo Wnt-5a, foi realizado previamente
bloqueio de sitios inespecificos utilizando o produto Swine Serum (X0912, DAKO,

Glostrup, Denmark) por 40 minutos.
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Tabela 2 — Distribuicdo das concentragdes, procedéncia, clone e tempos de incubagdo dos
anticorpos utilizados. Salvador, Bahia, 2008.

Soro Tipo Concentragcdao Procedéncia Clones Incubagao
anti-Wnt-5a Monoclonal 1:50 Santa Cruz C-16 18 horas
Biotechnology
anti-B-catenina | Monoclonal 1:150 BD Transduction 14 18 horas
Laboratories

Apods a incubagédo com o anticorpo primario, seguiu-se ao tamponamento com
dois banhos em TRIS pH 7,4. As etapas seguintes foram realizadas
automaticamente, com o auxilio do sistema de coloragao universal Dako Cytomation
Autostainer (DAKO Corporation, Glostrup, Denmark). Apdés serem acomodadas no
equipamento, as laminas contendo os cortes foram submetidas a duas novas
lavagens com TRIS de cinco minutos cada e entdo encubagdo com anticorpo
secundario biotinilado (K0690, Biotinnylated LinK Universal, LSAB + System-HRP,
DAKO, Glostrup, Denmark) por trinta minutos, seguida por lavagens com TRIS, e
encubagcdo com o complexo Streptavidina-Peroxidase (K0690, Streptavidin-HRP,
LSAB + System-HRP, DAKO, Glostrup, Denmark) por trinta minutos.

Para revelagao utilizou-se o cromégeno DAB (3,3-diaminobenzidina, K3468;
DAKO, Glostrup, Denmark) com encubagcdo de dez minutos. Posteriormente os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer por dez minutos, e lavado
em duas passagens de agua destilada. As laminas foram retiradas do equipamento
e processadas manualmente. Os cortes foram desidratados em cadeias ascendente
de etanodis nas concentragdes (%) de 50, 60, 70, 80, 90, 95, absoluto (1), absoluto
(2), absoluto (3), diafinizados em dois banhos de xilol e montados em resina
Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ) para exame de microscopio de luz.

Para cada anticorpo primario avaliado, foram utilizados cortes para controle

positivo e controle negativo. Como controle positivo das reacgdes, utilizou-se
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amostras imunoreartivas da area peri-lesional do material sem invasio tumoral. Para
o controle negativo foram utilizados os mesmos tecidos do controle positivo, porém
com a substituicdo da aliquota do anticorpo primario por aliquota de tampao
TRIS-HCL. Os controles positivos e negativos foram incubados juntamente com os

grupos experimentais, durante o periodo de 40 minutos.

4.6 ANALISE DA MARCAGAO IMUNOISTOQUIMICA

A analise quantitativa das proteinas estudadas foi executada por um unico
observador, sendo realizada da seguinte forma:

Para a avaliagdo da expressdo da proteina Wnt-5a foram selecionados
campos, dentro de cada zona analisada, e células tumorais foram contabilizadas da
esquerda para a direita da lamina, de baixo para cima até que fossem totalizadas
1000 células. Para fins de analises estatisticas, a expressao imunoistoquimica foi
considerada em relagcdo ao percentual absoluto de células positivas aos antigenos
pesquisados e também semi-quantitativamente de acordo com os escores: (1)
menos de 10% das células marcadas, (2) de 10% a 35% das células marcadas, (3)
de 35% a 70% das células marcadas e (4) mais de 70% das células marcadas.

Além disso foi observado o padrdo de imunomarcacdo da Wnt-5a onde foi
considerada (1) marcacdo predominantemente citoplasmatica, quando a
imunoreatividade estava presente no citoplasma e em menos de 10% do nucleo; (2)
marcac¢ao nuclear/citoplasmatica, quando a imunoreatividade estava presente em
propor¢gdes semelhantes do citoplasma e nucleo e (3) predominantemente nuclear,
quando a imunoreatividade estava presente no nucleo das células e em menos de

10% do citoplasma. A intensidade de marcag¢ao também foi avaliada de acordo com
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sistema adotado por Jonsson, et al (2002), onde foi considerada (1) marcacgao leve
(+; <30%); (2) marcagao média (++; 30-75%) e (3) marcagao alta ou intensa (+++;
>75%).

Para proteina B-catenina foi avaliada de acordo com a classificacdo do padrao
de imunomarcacao adotado por Kotsinas et al., (2002) onde foi considerado (1)
Padrao membranoso, quando a imunoreatividade estava presente apenas na
membrana celular; (2) Padrdo membranoso/citoplasmatico, quando a
imunoreatividade estava presente no citoplasma e na membrana celular; (3) Padréao
citoplasmatico, quando a imunoreatividade estava presente predominantemente no
citoplasma e em menos de 20% dos nucleos celulares marcados e (4) Padrao
nuclear, quando a imunoreatividade estava presente no citoplasma e
concomitantemente em mais de 20% do nucleo celular.

Foi considerada marcacdo de coloracdo acastanhada sem levar em conta a
diferenca de intensidade da cor. Para a avaliacdo e quantificacdo das marcacgdes
positivas de cada anticorpo, foi utilizado microscépio de luz (Zeiss-Axiolab) na
objetiva de 40x, acoplado a uma maquina (Sansung). O referido microscopio era
acoplado ao programa de computador IMAGELAB - (Sistema de Processamento e

Analise de Imagem).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados calculando-se as medidas descritivas (média e
desvio padréao). A comparagao entre os grupos foi realizada pelo método da ANOVA

[{e )

e peloTeste Tukey (minitab®). O valor de “p” considerado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS

Através dos dados obtidos, pode-se verificar, na analise descritiva, que no
estudo em questdo, em relagdo a amostra estudada (36), 33,33% (12/36) pacientes
eram do sexo feminino e 66,67% (24/36) do sexo masculino, com idade variando da
quarta a nona década de vida (média 60 anos). Em relacdo aos habitos, das fichas
clinicas que apresentavam este dado verificamos que 84,61% (22/26) dos pacientes
diziam ser tabagistas e 65,38% (17/26) relataram o uso de alcool. A associagdo dos
habitos foi verificada em 53,84% (14/26) da amostra. A historia de cancer na familia
foi verificada em 11,11% (4/36). A avaliagdo dos habitos e da historia de cancer na
familia ndo pbéde ser verificada na totalidade da amostra, uma vez que a ficha de
anamnese de alguns pacientes encontrava-se incompleta (tabela 3).

De acordo com as localizagdes encontradas, pdde-se verificar que houve
maior predominancia em lingua 38,89% (14/36), seguida de palato 25,00% (9/36),
assoalho bucal 16,67% (6/36) e rebordo alveolar inferior 8,33% (3/36) (tabela 3). A
ocorréncia da mesma lesdo em dois sitios diferentes foi verificada em um caso
(2,78%) que se relacionou a lesdo em palato duro e ventre de lingua, porém
somente a localizagdo em palato duro foi incluida nesta amostra pelo fato da lesao

em ventre de lingua ter dado o diagnostico de carcinoma in situ.
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Tabela 3 — Distribuigdo dos casos de CEC de boca segundo género, faixa etaria, localizagao primaria
e habitos. Salvador, Bahia, 2008.

Género Numero de pacientes %
Masculino 24 66,67
Feminino 12 33,33
Total 36 100
Faixa etaria
30-45 3 8,33
46 — 61 19 52,78
62 - 77 9 25,00
78 - 93 3 8,33
Sem informacéao 2 5,56
Total 36 100
Localizagao primaria
Palato 9 25,55
Assoalho bucal 6 16,67
Rebordo alveolar inferior 3 8,33
Lingua 14 38,89
Regiao retromolar 1 2,78
Mucosa jugal 1 2,78
Labio inferior 2 5,56
Total 36 100
Tabagistas
Sim 22 61,11
Nao 4 11,11
Sem informacéao 10 27,78
Total 36 100
Etilistas
Sim 17 47,22
Nao 9 25,00
Sem informacgao 10 27,78
Total 36 100
5.2 GHM

De acordo com a classificagcdo de graduacado histolégica de malignidade

proposta pela WHO (2005), o CEC de boca mais predominante foi o tipo
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moderadamente diferenciado 75,00% (27/36), seguido do pouco diferenciado

16,67% (6/36) e do bem diferenciado 8,33% (3/36) (figuras 1, 2 e 3).

¥0bservam-se ilhas tumorais invadindo o
pleomorficas. Nota-se ainda auséncia de

gsignificante quando comparada a
R o ¥ ‘o 6gica de malignidade (p<0,005).
: ';R_._“ b 1

Verificou-se que a maioria das lesdes foi classificada como moderadamente
diferenciada, independente da regido acometida. Dos quatorze casos situados em
lingua 78,57%, foram moderadamente diferenciados. Nas demais localizagcbes esse
tipo de diferenciagéo foi encontrado em palato 77,77% (7/9), assoalho bucal 83,33%
(5/6), rebordo alveolar inferior 100% (3/3). A mesma relagdo nao foi verificada na

regiao de labio inferior, onde as lesbes foram classificadas como bem diferenciadas

(tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicdo das lesbes de acordo com sua localizagdo e graduagéo histolégica de
malignidade (GHM). Salvador, Bahia, 2008.
Localizagdao/ GHM Bem diferenciado n Moderadamente diferenciado  Pouco diferenciado

Palato 1 7 1
Assoalho bucal 0 5 1
Rebordo alveolar 0 3 0
Lingua 0 11 3
Regido retromolar 0 0 1
Mucosa jugal 0 1 0
Labio inferior 2 0 0
Total 3 27 6

5.4 IMUNOEXPRESSAO DA B-CATENINA

Para a analise da marcacao da 3-catenina, considerou-se positiva, as células
que apresentavam marcacdo acastanhada. Na analise descritiva, observou-se
pequena expressdo da [B-catenina em membrana plasmatica, sendo sua maior
expressdo em citoplasma e nucleo. Foi verificado que em 75,00% (27/36) das
amostras predominou o padrao citoplasmatico cuja imunoexpressao estava
presente no citoplasma e em menos de 20% do nucleo da célula, e em 25,00%
(9/36) das amostras predominou o padrao membranoso/citoplasmatico, no qual a
imunomarcacdo esteve presente tanto na membrana plasmatica quanto no
citoplasma. Os outros padrbes de marcacdo, membranoso e nuclear, ndao foram

observados.
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5.5 IMUNOEXPRESSAO DA B-CATENINA E GHM

Através da analise das amostras, verificou-se que houve tendéncia a reducéao
da expressdao da [-catenina na membrana plasmatica e aumento de sua
concentragdo no citoplasma e nucleo com a perda de diferenciagao tumoral (figuras
4 a e b, 5 e 6). Quando avaliado o nivel de expresséo da B-catenina nos CEC pouco
diferenciados, 16,67% (6/36), constatou-se diminuicdo da imunomarcagédo desta
proteina em relagdo aos tumores moderadamente e bem diferenciados. Esta
reducdo de expressdo foi acentuada na localizacdo da membrana plasmatica.
Nesses tumores, o padrao de marcacéao verificado foi eminentemente citoplasmatico
83,33% (5/6). Em apenas um caso verificou-se o] padréao
membranoso/citoplasmatico, entretanto nesse tumor especifico, a marcacao foi
muito reduzida, sendo que a maioria das células ndo apresentou expressao para a
B-catenina. Em relacdo aos trés tumores classificados como bem diferenciados,
observou-se que todos os casos apresentaram maior expressao da B-catenina na
membrana quando comparado aos CECs pouco diferenciados. Dos casos bem
diferenciados, dois apresentaram padrao membranoso citoplasmatico e um caso o
padrao citoplasmatico. Neste caso, a presenca da proteina no nucleo foi pouco
expressiva em relagdo aos tumores pouco diferenciados (Tabela 5). Apesar disso,
na analise estatistica, ndo houve correlagao significante entre a imunoexpresséo da

B-catenina e a graduacéo histolégica de malignidade (p=0,13).

Tabela 5 — Distribuicdo do tumor segundo a graduagéo histolégica de malignidade e o padréo de
coloracéo da B-catenina. Salvador, Bahia, 2008.

GHM / Padrao de coloragao B-catenina Membranoso — citoplasmatico Citoplasmatico

Bem diferenciado 2 1

Moderadamente diferenciado 6 21
Pouco diferenciado 1 5
Total 9 27
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_}-@ ciado. Observa-se a imunoexpresséo da
d Iulas tumorais é possivel verificar ainda a
'idina-biotina peroxidase. Salvador-Bahia,

~1ciado, onde se verifica, a imunomarcagéo
fretanto a presenga de maior numero de
a de imunomarcacgéo nuclear da protelna

ado, verifica-se, auséncia ou minima
A% A expressido desta proteina € mais

Verif ica-se que nesta regido a marcacgao
Rt

perOX|dase Salvador, Bahia, 2008.

lesdes em assoalho bucal, 100% (3/3) das lesdes em rebordo alveolar inferior e

71,42% (10/14) das lesbes em lingua apresentaram padrao citoplasmatico.

Entretanto, a analise estatistica ndo foi significante.

5.7 IMUNOEXPRESSAO DA Wnt-5a
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Para a analise da proteina Wnt-5a, considerou-se positivas, as células que
apresentavam coloragdo acastanhada. A expressao da proteina Wnt-5a estava
presente exclusivamente em citoplasma e nucleo (figuras 7, 8 e 9). Em relagdo ao
percentual de células marcadas, observou-se que, 14,00% (5/36) da amostra
apresentaram de 35% a 70% e 86,00% (31/36) da amostra exibiram mais de 70%. E
esta marcagdo encontrava-se distribuida da seguinte forma: 36,11% (13/36) da
amostra apresentaram padrao predominantemente citoplasmatico e 61,11% (22/36)
apresentaram padrdo nuclear/citoplasmatico e um caso (2,72%) apresentou o
padrao predominantemente nuclear. A marcacdo da Wnt-5a nao foi verificada em
membrana plasmatica. No padrao predominantemente citoplasmatico, foi verificada
marcagao nuclear, entretanto sua expressao foi inferior a 10% das células contadas.

Ainda em relacdo a esse padrdo, foi verificado que a intensidade de
marcagao variava entre os casos. Constatou-se que 27,78% (10/36) apresentaram

baixa intensidade, 47,22% (17/36) apresentaram média intensidade e 25,00% (9/36)

apresentaram alta intensidade.

na area, padrao

B, ﬂerenciado. Observa-se, na area, padrao
rcagcdo moderada da proteina Wnt-5a.
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5.8 PADRAO DE MARCAGAO E INTENSIDADE DE MARCAGAO DA Wnt-5a E

GHM

Em relagdo ao padrao de expressao da Wnt-5a e a graduacgao histolégica de
malignidade, n&o foi observado correlacdo estatistica significante (p=0,41). A
maioria dos tumores, independente do seu grau de diferenciagado apresentou padrao
nuclear/citoplasmatico: 100% (3/3) dos tumores bem diferenciados, 55,55% (15/27)
dos tumores moderadamente diferenciados e 66,67% (4/6) dos tumores pouco
diferenciados. O padrdo predominantemente citoplasmatico sé foi verificado em
40,74% (11/27) dos tumores moderadamente diferenciados e 33,33% (2/6) dos
pouco diferenciados.

Com referéncia a intensidade de marcacdo do tumor pela proteina,
constatou-se que dos tumores bem diferenciados (03), dois exibiram alta
intensidade e um tumor média intensidade. Nos tumores moderadamente
diferenciados, verificou-se que 48,14% (13/27) apresentaram média intensidade e
33,33% (9/27) baixa intensidade. Dentre os tumores pouco diferenciados (6), 50%
(3/6) apresentaram média intensidade e apenas um tumor apresentou baixa
intensidade. Na analise estatistica, verificou-se que nao houve correlagao

significante entre a intensidade e a graduacéo histologica de malignidade (p= 0,41).

5.9 PERCENTUAL DE CELULAS MARCADAS E INTENSIDADE DE MARCAGAO

DA Wnt-5a

Com referéncia a esse topico, verificou-se que os tumores cujas células

expressaram a Wnt-5a em baixa intensidade foram os que apresentaram menores
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médias percentuais de células marcadas e esta relagdo foi estatisticamente
significante (p=0,000). Porém, nos grupos que apresentaram meédia ou alta
intensidade, a estatistica ndo revelou diferengas entre esses dois grupos avaliados,
pois em ambos o percentual de células marcadas foi expressivo. Portanto, o que se
verificou foi que a menor intensidade da Wnt-5a esta associada a expressao em

pequeno numero de células.

5.10 IMUNOEXPRESSAO DA Wnt — 5a E A LOCALIZAGAO DO TUMOR

Ao avaliar a média do percentual de células marcadas para Wnt-5a com a
localizagdo do tumor, verificou-se diferengca estatistica significante entre a
localizagdo de palato com as de assoalho bucal, rebordo alveolar inferior e lingua
(p=0,004). Entre as demais localizagbes n&o foi observada diferenga estatistica
significante. Dentre as médias do percentual de células marcadas, verificou-se que
as regides de assoalho bucal e rebordo alveolar inferior foram as que obtiveram
menor média deste percentual.

Em relacdo a intensidade dessa proteina com a localizagdo do tumor, nao foi
verificado relagdo estatistica significante (p<0,05). A maioria dos CEC de boca,
segundo a localizagado, apresentou intensidade média (47,22%-17/36), enquanto a
maioria do CEC localizado em assoalho bucal exibiu intensidade baixa (66,67 %-

4/6).

5.11 IMUNOEXPRESSAO DA B-CATENINA E A IMUNOEXPRESSAO DA Wnt-5a
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Quando avaliado a imunoexpressao da 3-catenina com a imunoexpressao da
Wnt-5a, observou-se que nao houve relagéo estatistica significante entre a média do
percentual de células marcadas da Wnt-5a com o padrdo de imunomarcag¢ao da
B-catenina membranoso/citoplasmatico e o citoplasmatico (p= 0,196).

Em relacdo ao padrdo da [(-catenina com a intensidade da Wnt-5a,
observou-se que a maioria, tanto o padrdao membranoso/citoplasmatico quanto o
padrao citoplasmatico da [(3-catenina, apresentaram intensidade média para Wnt-5a,
66,67% (6/9) e 40,74% (11/27), respectivamente. Entretanto, a correlagao estatistica
nao foi significante (p= 0,333).

Quando comparado o padrao de expressao da Wnt-5a com o da B-catenina,
percebeu-se que tanto o padrao membranoso/citoplasmatico quanto o padrao
citoplasmatico da [-catenina, em sua maioria, apresentaram padrao nuclear
citoplasmatico para a Wnt-5a, 77,78% (7/9) e 55,55% (15/27), respectivamente.

Essa relagdo também néo foi estatisticamente significante (p= 0,18).

6. DISCUSSAO

O CCP é representado na sua maioria pelo carcinoma escamocelular (CEC),
que acomete as vias aereodigestivas superiores, e esta entre os seis tipos de
cancer mais prevalentes no sexo masculino e entre os oito no sexo feminino
(DEDIVITIS, et al., 2004). Diversas pesquisas sao desenvolvidas a respeito do
cancer bucal, em especial ao CEC, tanto na questao epidemioldgica, quanto na sua
base biologica. Isso se deve, possivelmente, a sua expressiva representatividade na

populagado mundial (KIM et al., 2003; DURAZZO et al., 2005).
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A amostra analisada no presente estudo foi selecionada de forma aleatoria,
independente dos fatores género, idade e localizagdo da lesdo. Neste estudo em
questdo, houve a predominancia por individuos do género masculino, numa razéo
de 1,8:1. A predilecdo por esse género € amplamente consagrada na literatura
(VEECK et al., 1992; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001; AMORIM;
AMORIM; FREITAS, 2002; PERUSSI et al., 2002; KIM et al., 2003; DEDIVITIS, et
al., 2004; DURAZZO et al., 2005). Entretanto, estudos mais recentes ja demonstram
forte tendéncia para a equiparagao entre os géneros, quando se trata do CEC de
boca, uma vez que existem relatos de que a incidéncia desta lesdo em mulheres
vem crescendo gradativamente. Acredita-se que esse achado esteja relacionado ao
fato das mulheres, atualmente, desempenharem habitos semelhantes aos dos
homens na sociedade, principalmente quando a esses habitos associa-se o0 uso de
tabaco e alcool (DURAZZO et al., 2005; CHANDU; ADAMS; SMITH, 2005).

Neste estudo, a idade dos individuos variou de 44 a 91 anos, em uma média
de 60 anos, dado esse semelhante ao encontrado na literatura, onde a faixa etaria
mais acometida compreende entre a quinta e sexta década de vida (VEECK et al.,
1992; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 2001; AMORIM; AMORIM;
FREITAS, 2002; PERUSSI et al., 2002; KIM et al., 2003; DEDIVITIS, et al., 2004;
CHANDU; ADAMS; SMITH, 2005). Entretanto, sabe-se que existe uma tendéncia do
CEC de boca ndo acometer apenas individuos mais velhos. Individuos jovens com
idade inferior a 35 anos que desenvolvem o CEC de boca também podem ser
acometidos, desde que ocorra a presenga de fatores etiologicos (IYPE, 2004).
Llewellyn, Johnson e Warnakulasuriya (2004) verificaram a incidéncia de CEC de
boca em individuos com idade igual ou inferior a 45 anos, onde apenas 25% dos

homens e 40% das mulheres nunca haviam fumado. Em relacdo ao etilismo, 88%
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dos homens e 68% das mulheres consumiam alcool com regularidade. A associagao
entre os dois habitos foi verificada em 50% dos homens e 32% das mulheres.
Concluiu-se, portanto, que os fatores de risco do cancer bucal sdo os mesmos para
individuos jovens e de idade mais avangada. No nosso estudo, dentre as fichas que
apresentavam a idade do paciente, observou-se a presenga de apenas trés
individuos com idade igual ou inferior a 45 anos. Desses, a associagdo dos dois
habitos foi verificada em um paciente, assim como o uso apenas do alcool. Os
dados da anamnese do outro paciente estavam incompletos.

O perfil tradicional do paciente com CEC de boca na nossa amostra, constou
de 84,61% de tabagistas e 65,38% de etilistas. Desses, 53,84% afirmaram a
associagao de habitos. Esse achado do perfil epidemiolégico € unanime entre os
estudiosos do CEC de boca (VEECK et al., 1992; CARVALHO et al.,, 2001;
GERVASIO et al., 2001; AMORIM; AMORIM; FREITAS, 2002; PERUSSI et al., 2002;
KIM et al, 2003; DEDIVITIS, et al., 2004; DURAZZO et al.,, 2005). Apenas um
individuo do nosso estudo negou o uso do tabaco e alcool e, possivelmente, até
mesmo pela idade do paciente, 91 anos, a causa do cancer tenha sido provocada
por outros fatores, como idade e até mesmo a genética, ja que o mesmo
apresentava historia de cancer na familia. Esse dado, por sua vez, foi encontrado
em apenas 16% da amostra.

Entre os sitios anatdémicos intra bucais associados ao CEC encontram-se a
base de lingua, e o assoalho da cavidade bucal, ndo existindo, na literatura,
predilecdo especificamente rigorosa (VEECK et al., 1992; CARVALHO et al., 2001;
GERVASIO et al., 2001; AMORIM; AMORIM; FREITAS, 2002; PERUSSI et al., 2002;
KIM et al., 2003; LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2004; DURAZZO

et al., 2005; BELL et al., 2007). No nosso estudo, a localizagdo predominante foi a
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lingua (38,89%) seguida do palato (25,00%) e assoalho da cavidade bucal (16,67%).
A ocorréncia da mesma lesao em dois sitios diferentes foi verificada em quatro dos
trinta e seis tumores avaliados (11,11%). Desses, apenas um caso (25%) apresentou
localizagbes distintas das lesdes, sendo o palato e ventre de lingua, podendo, dessa
forma, se considerar que o paciente tinha dois tumores primarios. Nos trés casos
restantes (75%), os sitios anatémicos foram considerados contiguos. Entretanto, é
possivel a ocorréncia de dificuldade quanto a localizac&do da lesdo, uma vez que no
momento em que o0s pacientes chegaram ao Servigo, as lesdes ja apresentavam
padrao T3 ou T4, nas quais existe o envolvimento de mais de um sitio anatémico por
contiguidade. Ou seja ndo podemos afirmar se as lesdes eram entidades distintas, e
para fim de diagndstico € usual a escolha do sitio onde o profissional tera melhor
acesso, fora da area de necrose.

Participaram da amostra dois casos de CEC na regido de labio. Acreditamos
que o tumor nessa localizagdo nédo apresenta a mesma agressividade e nem os
mesmos fatores etioldgicos de CEC intra bucais. Em se tratando de CEC em labio, o
fator etiologico mais importante € a exposigéo solar. Inclusive, desses casos, apenas
um paciente possuia a ficha completa e nela constava que o mesmo, apesar de ser
tabagista, apresentava como atividade o trabalho rural (DE VISSHER et al., 1998;
VENESS et al., 2001). Entretanto, na literatura estudada de pesquisas envolvendo o
CEC de boca, houve uma significativa parcela de autores que incluiram essa
localidade, ja que o tipo histolégico foi 0 mesmo (GONZALEZ-MOLES et al., 1996;
COSTA et al., 2005; GUERRA et al., 2005; CHANDU, ADAMS; SMITH, 2005).

Apesar dos avancgos tecnolégicos como a descoberta e aperfeicoamento de
terapias alternativas para o tratamento do céncer (SCULLY; BAGAN, 2007), o

progndstico para o CEC de boca continua sombrio, uma vez que sua base molecular
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ainda ndo € muito bem compreendida e envolve multiplos eventos genéticos que
culminam na carcinogénese, incluindo a ativagdo de oncogenes e a inativacédo de
genes supressores de tumor (WILLIAMS, 2000; BELL et al., 2007). Estima-se que a
sobrevida seja de 40% no primeiro ano reduzindo para 10% no quinto ano
(PERUSSI et al., 2002).

Diversas teorias tém sido postuladas para explicar as diferencas de sobrevida
entre os individuos. Dentre elas incluem-se as diferengas na predisposigdo genética,
a diferenca no tratamento oferecido e aceitado pelo paciente, acesso ao servigo de
saude, a condigao socio-econémico, a apresentacdo e comportamento da lesdo no
momento do diagndstico e as diferentes exposi¢cdes aos fatores de risco associado
(NICHOLS; BHATTACHARYYA, 2007).

Estudo realizado nos Estados Unidos e no Brasil apontaram para a diferenca
de comportamento do cancer de boca em individuos da cor negra e/ou parda em
relagdo aos individuos brancos (NICHOLS; BHATTACHARYYA, 2007; GOES, 2007).
Assim como os autores, acreditamos que esse possa ser um fator a ser
considerado, e que, nestes paises, ainda existem diferencas alarmantes entre essas
ragas no quesito socio-econdmico. A caracteristica da populagdo negra norte
americana é de individuos moradores dos suburbios, com baixa escolaridade e
dificuldade a assisténcia médica. No Brasil, encontramos quadro semelhante ou até
mesmo mais agravante, uma vez que a politica de nosso governo caracteriza-se por
pobre investimento na educagao fundamental e no sistema de saude publica. Apesar
de néo ter sido objetivo do nosso estudo, de fato, a amostra estudada consta de
individuos pardos com baixo grau de escolaridade e baixa renda mensal.

Da mesma forma, o estudo em questdo ndo teve como objetivo avaliar a

sobrevida dos pacientes da amostra, inclusive porque o nosso acesso foi apenas
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aos arquivos de anatomia patoldgica e as fichas clinico-anamnésicas, além de que o
Servigo de Estomatologia da UFBA apds diagnosticar a lesdo, encaminha o paciente
ao servigo de oncologia hospitalar. Nesta etapa, infelizmente, perdemos o contato
com a quase totalidade desses pacientes, seja pela debilitagdo provocada pela
doenga e seu tratamento, seja por se tratar de uma comunidade extremamente
carente de cuja condigdo econdmica impossibilita seu acesso ao nosso servigo para
acompanhamento.

Talvez, como consequéncia, uma das dificuldades encontrada nesse estudo,
foi o fato de encontrarmos ficha de exame anamnésico preenchida de forma
incompleta, ressaltando a importancia da necessidade de maior atencdo dos
cirurgides-dentistas no preenchimento da ficha de bidpsia a fim de contribuir com as
pesquisas basicas.

Diversos autores vém buscando, incessantemente, por sistemas de
estadiamento clinico e graduacéo histolégica de neoplasias malignas que tém como
objetivo fornecer informacgdes para o estabelecimento da terapéutica mais adequada
a cada individuo, assim como auxiliar na predicdo do curso clinico da doenca
(RIPPEY, 1998). Para o estudo em questdo, apesar dos inumeros sistemas de
graduacgédo histolégica de malignidade existentes, optamos pela utilizagdo do
sistema proposto pela WHO (2005), uma vez que, na bibliografia consultada, ele foi
0 mais utilizado. A maioria dos tumores foi graduada como moderadamente
diferenciado (75,00%). Esse achado, inclusive, € percebido pela propria WHO
(2005), como o mais prevalente sendo, também, bastante comum na literatura (YU
et al., 2005; BELL et al., 2007).

A utilizacdo de pecas obtidas através de bidpsias incisionais para avaliagao

histologica pode prover informagé&o adicional com referéncia a atividade biolégica do
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tumor através do uso de marcadores biolégicos que visam o prognostico do
comportamento e agressividade do tumor no estagio da biopsia, o que capacitara o
médico especializado a escolher terapias especificas a cada paciente (KADEMANI
et al., 2005).

A biologia molecular moderna tem demonstrado a invasdo e metastase do
tumor como processo continuo que incluem trés etapas: a reducdo da adeséao
intercelular, alteracdo na interacdo das células tumorais com a matriz extracelular e
a invaséao dentro e ao redor dos tecidos, incluindo os vasos sanguineos e 0s vasos
linfaticos (LIN et al., 2004).

Para a avaliagdo do comportamento da amostra estudada, optamos pela
avaliacdo das proteinas B-catenina e Wnt-5a, por se tratarem de marcadores
promissores no que se refere a predigcdo do comportamento biolégico dos tumores.

A adeséo intercelular € responsavel pela morfogénese da célula e do tecido, e
pela regulagdo dos processos celulares de motilidade, crescimento, diferenciagao e
sobrevida. A AJ, é o tipo de adesao intercelular mais comum sendo importante para
a manutencgao da arquitetura e polaridade celular, além de poder limitar o movimento
e proliferagao da célula (BEN-ZE'EV; GEIGER, 1998; NAGAFUCHI, 2001).

Em relacdo a B-catenina, observamos pequena expressao em membrana
plasmatica, sendo sua maior expressdo em citoplasma e nucleo. As lesdes
apresentaram o perfil de apenas dois padrdes de marcagao: o padrao citoplasmatico
com a imunoexpressao presente no citoplasma e em menos de 20% do nucleo da
célula (75,00%) e o padrao membranoso/citoplasmatico, no qual a imunomarcagao
esteve presente tanto na membrana plasmatica quanto no citoplasma (25,00%).

A perda da AJ na adesao normal entre as células associada a desregulagéo

de outras trajetorias de sinalizagdo as quais podem contribuir para o aumento da
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migragdo e proliferagdo das células tumorais, levando a invasdo e metastase
(SMITH; PIGNATELLI, 1997; CONACCI-SORRELL; ZHURINSKY; BEN-ZE'EV,
2002). A desregulagdo do complexo caderina/catenina, além da redugdo da
expressdo da [B-catenina, esta presente em varios tipos de malignidade,
principalmente as de carater mais agressivo e com maior potencial de metastase
(BARTH; NATHKE; NELSON, 1997; BEAVON, 2000). Dessa forma, as cateninas e
os complexos intracelulares a ela associados sdo pecas fundamentais para a
patogénese e progressao dos tumores malignos (FILLIES et al., 2005).

Quando avaliado o nivel de expressdo da B-catenina nos CEC pouco
diferenciados (16,67%), constatou-se baixa expressdo da proteina, inclusive em
membrana plasmatica. Desses tumores o padrao de marcagado predominante da
proteina foi o citoplasmatico com menos de 20% de expressdo em nucleo (83,33%).
Em apenas um caso se verificou o padrao membranoso/citoplasmatico, entretanto
nesse tumor especifico a maioria das células ndo apresentava expressao para a
B-catenina. Observou-se ainda que em alguns tumores houve tendéncia de
predominio de marcacao para a proteina nas células localizadas na periferia da ilha
tumoral. Ja em relacdo aos trés tumores classificados como bem diferenciados,
observou-se que todos o0s casos apresentaram maior expressao da B-catenina na
membrana quando comparado ao CEC pouco diferenciado, sendo a presenca da
proteina no nucleo pouco expressiva em relacdo aos tumores pouco diferenciados.
Nesse estudo apesar do pequeno numero da amostra, pode-se sugerir que a perda
de diferenciacdo do tumor reflete-se em menor expressdo da B-catenina na
membrana, e aumento de sua concentragdo no nucleo e citoplasma da célula.
Observamos ainda, que n&o houve relagdo direta entre o menor grau de

diferenciagao do tumor e a expressao em nucleo maior que 20% das células da
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populagao tumoral, talvez como ja dissemos anteriormente, isso possa ser atribuido
ao pequeno numero de casos pouco diferenciados.

A literatura apresenta diversos estudos que associam a redug¢ao da expressao
da B-catenina em membrana plasmatica com a perda de diferenciacdo do tumor. A
possivel razdo para esse achado é o fato do tumor mais diferenciado, por ser menos
invasivo, pode apresentar maior adesividade entre as células (WIJNHOVEN;
DINJENS; PIGNATELLI, 2000; HIROHASHI; KANAI, 2003). Essa caracteristica ja foi
verificada em tumores como o CEC de eséfago (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2004
NINOMIYA et al., 2000; LIN et al., 2004), o CEC de cabega e pescogo
(RODRIGUEZ-PINILLA et al., 2005; YU et al.,, 2005), e até mesmo em displasias
epiteliais (ISHIDA et al., 2007).

Diferenca de recorréncia local foi verificada em pacientes portadores de tumor
com baixa expressao de B-catenina os quais tiveram 3,5 vezes mais risco do que
aqueles que possuiam alta expressédo desta proteina. Dessa forma, é possivel que
os niveis de B-catenina apresentem tendéncia em predizer, também, a sobrevida
livre de doencga (YU et al., 2005).

Ao contrario da expressao da [(B-catenina em membrana, em se tratando de
sua localizagdo nuclear, existem divergéncias na literatura quanto as provaveis
causas de sua expressao. E quando presente, ndo existe consenso do responsavel
por essa expressao: se € ocasionada pela mutagado da propria proteina ou se é
ocasionada por outros fatores, como por exemplo, a trajetéria de sinalizagao.
Pesquisa realizada em carcinoma seroso de ovario, observou correlagao estatistica
significante entre a localizagdo nuclear da -catenina e carcinoma seroso de ovario
com alto grau de malignidade (LEE et al., 2003). Em células de carcinoma

endometrial a [(-catenina nuclear pode simultaneamente induzir a ativagdo da
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trajetéria p53-p21 WAF1 e a super expresséao da ciclina D1, resultando na supresséo
da proliferacdo celular ou indugdo do envelhecimento celular, sugerindo que a
acumulagdo nuclear da [-catenina seja sinal inicial da perda de diferenciagao
(SAEGUSA et al., 2004).

Castro et al., (2000) observaram a expressao nuclear e citoplasmatica da
B-catenina em CEC de eséfago, sendo que os tumores que apresentaram marcagao
nuclear exibiram alta atividade proliferativa, verificada através da marcacgao pelo
Ki-67. E, segundo esses autores, sugeriu-se que a mutagdo presente no gene da
B-catenina, usualmente, possa ser demonstrada através do acumulo da (B-catenina
no citoplasma e no nucleo, verificada pela técnica de imunoistoquimica.

Estudo realizado em 118 espécimes de CEC de cabeca e pescoco verificou a
perda de expressao da [(-catenina da membrana plasmatica e a presenca de
B-catenina no citoplasma celular de alguns tumores analisados. Entretanto, a
presenca nuclear desta proteina nao foi verificada, sendo, para estes autores,
achado incomum para esse tipo de tumor (RODRIGUEZ—-PINILLA et al., 2005).

O CEC da cavidade bucal expressa onze membros dos dezenove existentes
da familia Wnt (3, 3a, 4, 5a, 5b, 6, 7a, 7b, 10b, 11 e 14), além de grupo de sinais de
ativagdo, sugerindo-se que o0 aumento da expressdo dessas proteinas e de sua
trajetéria de sinalizagdo aceleram a progressao do tumor, sendo que esses sinais
sao predominantemente ativados em células tumorais presentes no front de invasao
(URAGUCHI et al., 2004).

Em relacdo ao padrdao de marcacdo da Wnt-5a, foi verificado que a
intensidade de marcagao variava entre os casos. Constatou-se que 27,78% (10/36)

apresentaram baixa intensidade de marcacéo, 47,22% (17/36) apresentaram média
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intensidade de marcacdo e 25,00% (9/36) apresentaram alta intensidade de
marcacao.

Com referéncia aos tumores bem diferenciados (03), todos exibiram padrao
de marcacao nuclear/citoplasmatico, sendo que dois exibiram alta intensidade de
marcagado e um, média intensidade de marcag¢do. Dentre os tumores pouco
diferenciados (6), 66,67% (4/6) apresentaram padrdo de marcagao
nuclear/citoplasmatico e 33,33% (2/6) exibiram o padrdqo de marcagéo
predominantemente citoplasmatico. Cinquenta porcento dos tumores exibiram
média intensidade de marcacao e apenas um tumor apresentou baixa intensidade.
Contudo, essa analise nao foi estatisticamente significante, possivelmente porque o
numero de casos bem e pouco diferenciados foram bastante inferiores aos casos de
CEC moderadamente diferenciados.

Foi encontrada relacédo estatistica significante quando avaliado a média do
percentual de células marcadas com a intensidade de marcagéo da Wnt-5a, onde se
verificou que quanto maior a média do percentual de células marcadas, maior a
intensidade de marcagao da Wnt-5a (p=0,000). Em relacdo a localizac&o da leséo e
a imunomarcagdo da Wnt-5a, observou-se que nas regides de rebordo alveolar
inferior e, principalmente, assoalho bucal, consideradas como aquelas onde o CEC
apresenta comportamento mais agressivo, foi encontrado menor média de
percentual de marcagao desta proteina (p=0,004). Dos nove tumores localizados
nesta regido, nove foram classificados como moderadamente diferenciado e apenas
um como pouco diferenciado. Ou seja, esses tumores foram os unicos dos grupos
moderadamente diferenciados e pouco diferenciados que apresentaram baixa
intensidade de marcacdo. Através dos resultados, acreditamos ndo haver relagao

entre a intensidade de marcagdo com a graduagao histolégica de malignidade. E
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possivel que essa seja caracteristica apenas destas regides, independente de sua
classificagao histoldgica. Entretanto, acreditamos que para que haja resultados mais
conclusivo € necessario maior representacdao na amostra de tumores com essa
localizag&o.

Ao contrario da B-catenina, ndo existe consenso quanto a expressao da
Wnt-5a e a diferenciacdo do tumor. O que se tem observado, é que a depender da
localizac&o primaria, os tumores podem exibir aumento de expressao da proteina ou
reducdo. A expressao da Wnt-5a ja foi verificada em tumor de cérebro (HOWNG et
al., 2002), assim como em estagios avangado de cancer gastrico, onde constatou-se
que sua super expressao, esta diretamente relacionada com o pior progndstico
(KURAYOSHI et al., 2006).

Em contraste com os membros Wnt promotores da sinalizagao candnica, os
quais apresentam super expressido em muitos canceres, dados recente mostraram
evidéncias de que a Wnt-5a, também desempenha papel importante na iniciagcao e
progressdo do cancer. Entretanto a exata natureza dessa funcdo ainda é
controversa. A funcado desta proteina, tanto na supressao quanto na promog¢ao do
tumor é dependente de fatores intra e extracelulares. A presenga de receptores, a
interagdo entre os diferentes tipos celulares e a regulagdo do gradiente de Wnt-5a
pelos componentes da matriz influenciam na complexa rede de sinalizagcéo
(PUKROP; BINDER, 2008). Uma das teorias vigentes € a de que a Wnt-5a € um
ligante representativo que ativa a trajetoria independente da [(B-catenina, durante a
sinalizacdo Wnt. Entretanto, a exata relagdo entre a trajetéria independente da
B-catenina e a carcinogénese é desconhecida (HUANG et al., 2005; KURAYOSHI et

al., 2006).
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Diversas moléculas sao capazes de interagir com a B-catenina. O estudo
acerca das fungdes bioldgicas da B-catenina pode demonstrar que essa molécula
apresenta multiplas fungdes, pois combina caracteristicas de proteina de adesao
nas jungdes entre as células, bem como de fator transcricional através de diferentes
vias de sinalizagédo (BARTH; NATHKE; NELSON, 1997).

Neste estudo ndo constatamos relagdo estatisticamente significante entre a
B-catenina e a Wnt-5a, possivelmente, devido ao tamanho da amostra e da grande
predominédncia dos CECs moderadamente diferenciados. Verificamos que nos
tumores bem diferenciados todos os trés casos apresentaram padrao de marcagao
nuclear/citoplasmatico para Wnt-5a e intensidade de marcagdo média (um caso) e
alta (dois <casos) e o padrao de marcacdo para B-catenina
membranoso/citoplasmatico (dois caos) e citoplasmatico (um caso). Nos tumores
moderadamente e pouco diferenciados predominou o padrdo de marcagao
citoplasmatico com menos de 20% de marcacgao nuclear para a 3-catenina e quanto
a expressdo da Wnt-5a nesses tumores, verificou-se predominio de marcagcao
predominantemente citoplasmatica e nuclear/citoplasmatico e intensidade de
marcacgao variavel.

Entretanto, nos nove casos localizados em rebordo alveolar inferior e
assoalho bucal, os quais apresentaram menor média de percentual de células
marcadas e de intensidade de marcagao para a Wnt-5a, verificamos que em oito o
padrao de coloragcdo para a B-catenina foi o citoplasmatico com menos de 20% de
marcagao nuclear. Entretanto, podemos sugerir que a expressao citoplasmatica com
menos de 20% dos nucleos marcados para a [3-catenina possa estar relacionada a
localizagdo nuclear/citoplasmatico da Wnt-5a, assim como a intensidade de

marcagao baixa e média.
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Na literatura ja existe evidéncia de que a perda de Wnt-4 e a super expressao
da Wnt-5a possam atuar como possiveis marcadores moleculares para o fendtipo
mais invasivo e agressivo do CEC. Esse dado foi observado ao se comparar a
expressao dos genes WNT-1, 2, 3, 4, 5a, 6 e 7a em linhagem de células de CEC de
boca com ceratinécitos normais, onde se observou relagdo inversa entre a
expressdo do WNT-4 e da WNT-5A, ou seja, enquanto algumas linhagens de células
nao apresentavam expressado para o WNT-4, essas mesmas linhagens de células
apresentavam forte expressdo para o WNT-5A. Essas linhagens de células
apresentaram reducdo da expressdao de E-caderina e elevada expressao da
vimentina, acompanhada da expressao do Snail e & EF1, sugerindo a associagdo do
WNT-4 com o fend6tipo epitelial e o WNT-5A com o fen6tipo mesenquimal das células
do CEC. Todas as células do carcinoma com fendtipo epitelial, apresentaram
aumento da expressdo de ao menos um gene WNT. Esse achado sugere a forte
correlagcdo entre a sinalizagdo Wnt/B—catenina com a formagédo e progressdo do
tumor (TAKI et al., 2003).

Com os resultados obtidos ndo podemos afirmar qualquer relacéo entre a B-
catenina e a Wnt-5a. Tanto € possivel que ambas as proteinas tenham atuacao
importante na progressdo do tumor, mas sem que a agao de uma iniba a fungéo da
outra, verificada através da auséncia de correlagao estatistica, como € possivel que
a B-catenina possa, através da via independente da Wnt-5a ser acumulada no
citoplasma e sofrer e posterior migragdo para o nucleo da célula, como verificado
nos tumores localizados em rebordo alveolar inferior e assoalho bucal, que
expressaram baixos indices de Wnt-5a e marcacgao nuclear da 3-catenina. Contudo,

é fato que para a existéncia de resultados mais especificos, novas analises sao
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necessarias, principalmente com amostras maiores e possibilidade de estudos

prospectivos.

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados neste estudo, pode-se inferir que:

e A perda de diferenciagdo do tumor esta intimamente relacionada a menor
imunoexpressdo da p-catenina em membrana plasmatica e sua maior
expressao em nucleo e citoplasma celular. Ou seja a redugdo da expressao
em membrana desta proteina nos CEC menos diferenciados resulta na perda
da adesdo entre as células, permitindo que pequenos grupos celulares

possam migrar pelos vasos facilitando a metastase;
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e Existe relagdo direta entre o percentual de células marcadas e a intensidade
de marcagdo da Wnt-5a, ou seja quanto maior o percentual de células
marcadas, maior a intensidade da imunomarcagao;

e A presencga da expressiva marcacdo da Wnt-5a pode estar associada ao seu
fendtipo mesenquimal nas células CEC de boca, sendo um possivel
marcador molecular para o fendtipo mais invasivo e maligno durante a
carcinogénese;

e As regides de assoalho bucal e rebordo alveolar inferior, apresentaram
caracteristicas de marcacao destoante das demais localidades, uma vez que
se verificou menor percentual de células marcadas e menor intensidade de
marcacgao para Wnt-5a;

e Na&o encontramos qualquer relacdo entre a imunoexpressao da Wnt-5a e da
B-catenina. Entretanto, observamos que, aparentemente, essas proteinas
atuam de forma independente, onde a agdo de uma proteina nao inibe a
funcdo da outra. De qualquer forma, n&o esta descartado a possibilidade da
Whnt-5a atuar como coadjuvante na inibicdo da degradagédo da B-catenina no
citoplasma, resultando, consequentemente, no seu acumulo e posterior

migragao para o nucleo da célula.
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