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RESUMO

Alteracées na expressdo das proteinas Wnt no carcinoma espinocelular bucal, permitiram a construcéo de
hipoteses sobre o papel da Wnt-5a em desordens potencialmente malignas. Objetivo: Avaliar a expresséo
imuno-histoquimica da proteina Wnt-5a em displasias epiteliais bucais. Metodologia: Foram analisados 18
casos de displasia epitelial bucal e 05 casos de tecido bucal sadio oriundos do Servigo de Patologia Bucal
da Faculdade de Odontologia da UFBA. A expressdo da Wnt-5a foi avaliada de acordo com a localizacéo
celular (membranoso, citoplasmético e/ou nuclear) e o indice de marcacao estabelecendo-se a intensidade
de expressao (ausente, fraca, moderada e forte). Resultados: Nao houve maior prevaléncia entre os géneros,
sendo que a maioria dos pacientes encontrava-se na faixa etéria entre 20 e 49 anos (50%). Nao houve
casos de displasia severa, sendo a maior parte de displasia leve (72,2%). A expressdo da proteina Wnt-5a
aconteceu principalmente como citoplasmatica/nuclear, com a intensidade forte sendo a mais prevalente.
Conclus@o: O aumento da imuno-expressdo da proteina Wnt-5a, observadas nas displasias epiteliais
bucais, difere significativamente do padréo da mucosa bucal normal e denota a mudanca fenotipica das
células epiteliais como parte dos eventos precursores da carcinogénese bucal. Nao foi possivel verificar a
relacd@o entre graduacéo histolégica da displasia epitelial bucal e expressao da Wnt-5a.

Descritores: Imuno-histoquimica; Proteinas; Epitélio.

ABSTRACT

Introduction: Changes in the expression of Wnt proteins in oral squamous cell carcinoma allowed the
construction of hypothesis about the role of Wnt-5a in potential malignant disorders. Objective: To evalu-
ate the immunohistochemistry expression of the protein wnt-5a in oral epithelial dysplasia. Method: It was
analyzed 18 cases of oral epithelial dysplasia from the Department of Oral Pathology, School of Dentistry
(UFBA). The expression of Wnt-5a protein was evaluated as membranous, cytoplasmatic and/or nuclear.
The labeling index established the intensity of expression (absent, low, moderate and strong). Results: There
was no gender prevalence, being the majority of patients aged between 20 and 49 years (50%). There were

no cases of severe dysplasia and mostly was mild dysplasia (72.2%). The cytoplasmic / nuclear expression
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of Wnt-5a was the most frequent, with the strong intensity being the most prevalent. Conclusion: The in-

creased immuno-expression of the protein Wnt-5a observed in oral epithelial dysplasias, differ significantly

from the normal pattern of healthy oral mucosa and shows a phenotypic change of epithelial cells as part

of the events precursors of oral carcinogenesis. It was not possible to verify the relation between histological

grading of oral epithelial dysplasia and expression of Wnt-5a.

Descriptors: Immunohistochemistry; Proteins; Epithelium

INTRODUCAO

Diversas pesquisas tém se voltado para o estudo
das bases moleculares da carcinogénese, inclusive
na tentativa de se estabelecer uma técnica labora-
torial capaz de indicar quais desordens potencial-
mente malignas possuiriam real capacidade de
transformacao maligna, sendo a perda de adesivi-
dade celular uma das caracteristicas avaliadas'*

Para a plena formagéo e funcionamento do
organismo é necessdria a comunicacdo celular e
para tanto sdo necessdrias moléculas sinalizadoras
extracelulares e sistemas protéicos que vao desde
receptores de superficie celular até proteinas si-
nalizadoras intracelulares. Algumas das rotas de
sinalizacdo s@o dependentes de protedlise regu-
lada, dentre as quais encontra-se a ativada por
glicoproteinas hidrofébicas chamadas Wnt, que sé@o
moléculas sinalizadoras fortemente relacionadas
com a B-catenina, que estd envolvida com a perda
de adesividade celular®s.

Alteracées na expressdo das proteinas Wnt em
células cancerosas de diversos tecidos e érgdos,
inclusive no carcinoma espinocelular bucal, permi-
tiram a construcdo de hipéteses sobre o papel da
Wnt em lesdes cancerizdveis’-'2.

Nos vertebrados sdo conhecidos pelo menos 19
genes Wnt. Até o momento, foram descritas quatro
vias de sinalizacdo Wnt nos mamiferos que s@o
classificadas como vias canénica (Wnt/B-catenina)
ou ndo-candnica'> 13,

A proteina Wnt-5a foi classificada como um
ligante ndo-candnico visto que estd associada ge-

ralmente com a via de sinalizacéo ndo-candnica,
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sendo que a Wnt 4 e Wnt 11 também fazem parte
desta via. Os efeitos da Wnt-5a na migracéo,
invasdo e angiogénese de tecidos adultos sdo im-
portantes tanto para a homeostase da reparacdo
tecidual como para a progresséo do céncer’.

Estudos apontam ao menos duas funcées da
proteina Wnt-5a: regular a migracéo celular e
as vias de sinalizacdo envolvendo a B-catenina.
Segundo Pukrop, Binder7 (2008) existem fortes
evidéncias de que a Wnt-5a possui propriedades
oncogénicas e esté envolvida no desenvolvimento
do céancer na fase de iniciacdo e principalmente na
progressdo, entfretanto, também pode agir como
supressor de tumor. Seu papel como promotor ou
supressor depende do contexto individual inter e
intra-celular, baseado na presenca de receptores,
inibidores e na interacdo entre diferentes tipos ce-
lulares (fibroblastos, linfécitos, macréfagos, entre
outros) e substancias da matriz extra-celular.

A sinalizagéo da Wnt tem recebido atencéo
consideravel nas pesquisas de cancer nos Gltimos
anos devido a muitos de seus componentes desem-
penharem importantes funcdes na carcinogénese.
O papel do Wnt-5a tem sido verificado em relacéo
a carcinomas de diversos sftios anatémicos como
figado, mama, tiredide e péncreas, bem como em
outras formas de cdncer com melanoma'¢?!.

Uraguchi et al.'? observaram que o CEC da ca-
vidade oral expressa 11 membros dos 19 existentes
da familia Wnt (3, 3a, 4, 5a, 5b, 6, 7a, 7b, 10b,
11 e 14), além de um grupo de sinais de ativacéo,
sugerindo que esses sinais sejam predominante-

mente ativados em células de carcinoma na porcao
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tumoral invasiva.

Ishida et al.® avaliaram a expressdo de diversos
marcadores (B-catenina, Wnt3, Wnt-5a, Wnt-7a,
Ciclina D1 e c-myc) em epitélio bucal normal (n=6),
em leucoplasias bucais com displasias (n=12) e
sem displasia (n=17), bem como em carcinomas
espinocelulares bucais (n=15). Encontraram Wnt-
5a em tecido normal, leucopldsico e em carcinomas
espinocelulares.

Diante destas informacdes, o presente estudo
teve como objetivo analisar a expresséo imuno-
histoquimica da Wnt-5a em displasias epiteliais
bucais com vistas ao melhor entendimento da

carcinogénese bucal.

METODOLOGIA

A amostra consistiu de pecas oriundas de bi-
bpsias excisionais ou incisionais com diagndstico
histopatolégico de displasia epitelial bucal e pecas
de tecido normal, dos arquivos do Laboratério de
Anatomia Patolégica da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal da Bahia. As pecas de te-
cido normal eram da regido de trigono retromolar
de terceiros molares inclusos ou semi-inclusos.

Foram recuperados os blocos de parafina
correspondentes as lesdes das quais foram ob-
tidos cortes histolégicos de 5um de espessura e
processados rotineiramente para a coloracdo por
Hematoxilina/Eosina (HE). As [dminas coradas por
HE foram avaliadas por uma Unica examinadora
e as lesdes foram graduadas como displasia leve,
moderada ou severa, de acordo com os critérios
da Organizacdo Mundial da Sadde??.

Nos mesmos blocos de parafina utilizados para
fazer a graduacao histolégica de displasia em HE,
foram processados cortes de cinco um de espes-
sura para a colorac@o imuno-histoquimica. Os
cortes histolégicos foram estendidos em |dminas
carregadas positivamente (Imunnoslide, EasyPath)

processadas pelo método da estreptavidina-biotina.
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Em seguida, foram realizados os procedimentos
para recuperacdo antigénica, bloqueio da peroxi-
dase enddgena e incubacdo para a marcacdo do
anticorpo monoclonal B-catenina e Wnt-5a.

Para a quantificacdo das marcacdes positivas de
cada anticorpo, foi utilizado um microscépio dptico
binocular na objetiva de 40x. Nele estava acoplada
cémera digital que permitiu a captura das imagens
posteriormente transferidas a um computador no
qual estava instalado o software IMAGELAB (Siste-
ma de Processamento e Andlise de Imagem) que
possibilitou a contagem celular.

A selecéo dos campos, dentro de cada zona
analisada, foi feita da esquerda para a direita da
l&dmina, de baixo para cima até que fossem contabi-
lizadas no minimo 1000 células. Assim como Ishida
et al.3, foram considerados positivos os casos nos
quais pelo menos 10% das células apresentaram
marcacdo positiva.

O padrao de expressdo da proteina B-catenina
e do Wnt-5a foi avaliado de acordo com a loca-
lizacdo celular da imunomarcacdo podendo ser
membranoso, citoplasmdtico e/ou nuclear, sendo
considerado da seguinte forma: (1) padrdo mem-
branoso, quando a imunoreatividade estava presen-
te na membrana de pelo menos 10% das células; (2)
padrdo citoplasmdtico, quando a imunoreatividade
estava presente no citoplasma de pelo menos 10%
das células e (3) padrdo nuclear, quando a imu-
noreatividade estava presente no nicleo de pelo
menos 10% das células. Tal avaliacao foi feita por
dois examinadores (orientador e orientando) em
dois momentos distintos. Primeiro avaliaram de
forma separada e depois numa segunda avaliacdo
entraram num consenso quanto aos casos nos quais
a primeira classificacéo foi discordante.

Também foi calculado um indice de marcacéo divi-
dindo-se o nimero de células positivas pelo nimero tofal
de células contadas estabelecendo-se a seguinte classifi-
cacdo de intensidade de expressdo: ausente (expressdo

em menos de 10%); fraca (expresséo em 10-30% das
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células); moderada (expressdo em 31-74% das células)

e forte (expressdo em 75% ou mais das células).

RESULTADOS

Em relacdo ao nimero de casos de displasia
bucal analisados (n=18), houve 50% (09/18) de
pacientes do sexo feminino e as idades dos pacien-
tes variaram entre 24 e 78 anos, com média de 51,6
anos, sendo a faixa etdria preponderante aquela
situada entre 20 e 49 anos (n=09, 50,0%). Mais
de um terco das bidpsias foram feitas em lesdes
localizadas no palato (n=07; 38,9%). Nao houve
casos de displasia severa, sendo a maior parte de
displasia leve (n=13, 72,2%).

Quase todas as amostras de tecido bucal nor-
mal (n=5) apresentaram um padréo de expressdo
negativo para Wnt-5a, com excecdo de apenas
uma, cujo padrdo foi citoplasmatico. Essa expressao
da Wnt-5a em tecido bucal sadio pode ser visuali-

zada na figura 1.

Figura 1- Fotomicrografia de tecido bucal normal
(amostra 4). Expressdo imunohistoquimica da Wnt-5a
demonstrando um padréo citoplasmdtico em aumento

de 40X.

A expressdo da proteina Wnt-5a aconteceu
principalmente como citoplasmatica/nuclear, sen-
do que a intensidade forte prevaleceu. Os dados
relacionados & expressdo da Wnt-5a em displasias
epiteliais bucais estdo descritos na tabela 1 e podem

ser visualizados na figura 2.

Rev. Cir. Traumatol. Buco-Maxilo-Fac., Camaragibe v.14, n.2, p. 55-62, abril./jun. 2014

Os padrées de expressdo da Wnt-5a na mu-
cosa bucal normal e displdsica estdo presentes na
tabela 2.

Houve uma diferenca entre o padréo de expres-
sGo do Wnt-5a em tecido bucal sadio e em displasia
epitelial bucal, visto que neste Gltimo verificou-se a
existéncia do padrdo citoplasmético e/ou nuclear.

Nas displasias leves e moderadas da presente
pesquisa, ndo houve expresséo membranosa da
Wnt-5a, seja de modo exclusivo ou em adicéo a
outros padrées. Os padrées de expressdo, exclusi-
vamente citoplasmdtico (n=6; 33,3%) e citoplas-
matico/nuclear (n=7; 38,8%) foram observados
quase que na mesma freqiéncia.

A auséncia de expressdo da Wnt-5a (n=5,
27,7%), bem como o padrédo citoplasmatico/
nuclear (n=7, 38,8%) ocorreram principalmente
nas displasias leves. O componente de expressdo
citoplasmdtico esteve presente em quase foda a
amostra (n=13; 72,2%). A expressao exclusivamen-
te citoplasmdtica foi detectada na mesma freqiiéncia
(n=3) nas displasias leves e moderadas.

Entre as displasias leves (n=13) e moderadas
(n=5) o componente de expressGo mais prevalen-

te foi o citoplasmético apresentando-se em nove

(69,2%) e quatro casos (80%), respectivamente.
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Figura 2- Fotomicrografias de displasias epiteliais
bucais leves. Expressdo imunohistoquimica da Wnt-5a
demonstrando um padréo citoplasmdtico em aumento
de 40X (A) e um padréo citoplasmdtico e nucelar em
aumento de 40X (B).

Tabela 1 - Padréo e intensidade da expressdo da Wnt-
5a em displasias epiteliais bucais.

Caso Displasia Expresséo Wnt-5a

Padréo Posit Negat IM Intens
45/05 Leve C 1069 08 99,3%  Forte
83/05 Leve C/N 1154 11 99,1% Forte
87/02 Leve C 1101 10 99,1%  Forte
102/04 Leve Negativa  --- - - Ausente
137/04 Leve Negativa  --- --- --- Ausente
138/02 Moderada  C 1151 00 100%  Forte
140/05 Leve C 1086 12 98,9%  Forte
192/05 Moderada  Negativa — --- --- --- Ausente
276/07 Leve Negativa  --- --- --- Ausente
1357/06-1 Moderada C/N 1050 00 100%  Forte
1357/06-2  Leve Negativa  --- --- --- Ausente
2183/05 Moderada C 1014 00 100%  Forte
2332/05-1 Moderada C 1031 00 100%  Forte
2332/05-2  leve C/N 1002 00 100%  Forte
P 508.447 Leve C/N 1056 00 100%  Forte
P 510.955 Leve C/N 1012 00 100%  Forte
PC010.08 Leve C/N 1007 00 100%  Forte
PC Leve C/N 1051 00 100%  Forte
036.107

IM={ndice de Marcacéo; M=Membranoso; C=Citoplasmdtico; N=Nuclear;
Posit=Positivo; Negat=Negativo; Intens=Intensidade

Tabela 2 - Padréo de expressdo da Wnt-5a na mucosa
bucal normal e displdsica.

Tecido (n) Negativa Membrana Citoplasma Nucleo
Normal (n=>5) 04 00 01 00
Displasia 04 00 09 06
Leve (n=13)
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DISCUSSAO

No que diz respeito & expressdo da proteina
Wnt-5a em tecido bucal sadio apenas um artigo
foi publicado. Nele, Ishida et al.® relataram ter
encontrado a referida proteina em tecido normal,
mas ndo apontaram qual o padrdo de expressdo.
Mesmo as pesquisas que lidam com a Wnt-5a em
tecidos outros como péncreas, mama, tiredide,
figado etc., relataram apenas que hd um aumento
ou diminuicdo da expressdo dessa proteina, sem
discorrer maiores detalhes. Diante da escassez
de pesquisas a respeito das proteinas da via néo-
canénica a ndo publicacdo deste dado é algo
realmente frustrante.

A auséncia da expressdo de Wnt-5a em tecido
bucal normal, verificada na presente pesquisa, tam-
bém poderia ser considerada como algo “esperado”
devido ao seu papel na comunicacdo celular. Seja
pela via candnica ou ndo-candnica, a Wnt-5a entra
em acdo apenas quando hd uma funcéo especifica
a ser executada, ela néo faz parte da arquitetura
celular fisiolégica, sendo assim os tecidos normais
realmente deveriam ndo expressar esta proteina’.

Dentre as diversas formas de se analisar a ex-
pressdo imuno-histoquimica da Wnt-5a aquelas que
contém menor subjetividade advém da contagem de
células e da observacéo de duas caracteristicas: es-
trato epitelial (basal, parabasal, espinhosa, cérnea
etc.) e estrutura celular (membrana, citoplasma ou
nicleo) que apresentam expressdo. Mesmo a and-
lise do estrato epitelial ainda é bastante discutivel,
pois numa mesma peca, metade dela pode apre-
sentar expressGo em camada basal e parabasal e a
outra metade em toda a espessura epitelial, como
aconteceu em pelo menos um dos casos da presen-
te pesquisa. Se o que se busca com o uso desses
marcadores protéicos é diminuir a subjetividade e
facilitar a andlise da displasia, os critérios a serem
utilizado deveriam ser muito objetivos e facilmente

reproduziveis®'?.
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Além de escassa, a maior parte da literatura
a respeito da Wnt-5a ndo aponta qual o padrdo
de express@o, se membranoso, citoplasmético ou
nuclear, visto que identificam a metabolizagdo
desta proteina através de outras técnicas que nédo
a utilizada nesta tese como hibridizacéo, western-
blot, andlise com laser, entre outras. Além disso,
as publicacées sobre Wnt-5a apresentam objetivos
distintos da presente tese como (1) entender de que
forma esta proteina atua sobre a via da B-catenina/
wnit23 ou (2) identificar uma nova etapa para a
sinalizacdo ndo-candnica?. Por estas razdes, fica
bastante dificultada a comparacao dos resultados
apresentados com a literatura.

De modo geral, o que se observou como resul-
tado da presente pesquisa foi que no tecido bucal
sadio ndo hd expressdo da Wnt-5a. Nas displasias
leves e moderadas, a Wnt-5a passa a se expressar
em citoplasma (predominantemente) e nicleo. Essa
diferenca de imuno-expressdo da Wnt-5a em tecido
bucal sadio e displasias epiteliais bucais leves e mo-
deradas denota a mudanca fenotipica das células
epiteliais como parte dos eventos precursores da

carcinogénese bucal.

CONCLUSAO

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

1- A presenca de positividade para expresséo da
proteina Wnt-5a, observadas nas displasias epite-
liais bucais leves e moderadas, diferem do padrao
da mucosa bucal normal.

2- Em virtude do tamanho e perfil da amostra
ndo foi possivel verificar a relacé@o entre graduacéo
histolégica da displasia epitelial bucal e expressao
do Wnt-5a.

3- Pelas mesmas razdes supracitadas, ndo
foi possivel verificar a relacdo entre a expressdo
imuno-histoquimica da Wnt-5a em displasia epi-

telial bucal.
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