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Resumo

Objetivos: Comparar a expressiao imuno-histoquimica da E-caderina e da Beta-catenina de lesdes escamosas
pré-neopldasicas e neoplasicas de mucosa oral de amostras emblocadas em parafina. Materiais e métodos:
Foram selecionadas 15 amostras de mucosa oral de pacientes apresentando hiperplasia com ou sem displa-
sia leve (grupo 1); 5 amostras apresentando displasia moderada, acentuada ou carcinoma in situ (grupo 2); e
12 amostras apresentando carcinoma de células escamosas invasor (grupo 3). Essas amostras foram subme-
tidas a técnica de imuno-histoquimica com anticorpos primarios monoclonais anti-E-caderina e anti-Beta-
catenina. A leitura em microscopia éptica compreendeu a expressao tecidual desses marcadores no epitélio
escamoso das amostras de mucosa oral - lesadas ou ndo. A expressdo imuno-histoquimica dessas moléculas
de adesao foi classificada, segundo a sua intensidade de marcagdo tecidual, em negativa, positiva fraca e
positiva forte. Resultados: A expressdo de E-caderina foi forte em 93,3% dos casos do grupo 1 (hiperplasia/
displasia leve), e 100% dos casos demonstraram forte expressio para a Beta-catenina nesse mesmo grupo.
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Abstract

Contudo, no grupo 3 (carcinoma de célula escamosa), somente 42% dos casos foram fortemente positivos
para E-caderina e 25% deles para Beta-catenina. Conclusdes: A E-caderina e a Beta-catenina diminuiram a
sua expressdo segundo a progressdo tumoral do carcinoma de mucosa oral, reforcando um dos mecanismos
relacionados com a sua carcinogénese.

Palavras-chave: E-caderina. Beta-catenina. Carcinoma oral.

Objectives: To compare the immunohistochemical expression of E-cadherin and Beta-catenin in squamous
pre-malignant and malignant lesions of formalin fixed paraffin embedded buccal mucosa samples. Materials
e methods: Selected 15 samples of buccal mucosa of patients with hyperplasia with or without mild dysplasia
(group 1), 5 samples showing moderate dysplasia, severe or carcinoma in situ (group 2) and 12 samples pre-
senting invasive squamous cell carcinoma (group 3). These samples were subjected to immunohistochemistry
with anti-E-cadherin and anti-Beta-catenin monoclonal antibodies. The expression of these markers in tissue
samples injured or not were analyzed in accordance of positivity that was observed in epithelium stratum.
The immunohistochemical expression of these adhesion molecules was classified according to their intensity
in negative, weak positive and strong positive. Results: The expression of E-cadherin was strong at 93.3%
of patients in group 1, and 100% of the cases showed strong expression of Beta-catenin in the same group.
However, in group 3, only 42% of cases were strongly positive for E-cadherin and 25% of them to Beta-catenin.
Conclusions: The E-cadherin and Beta-catenin decreased their expression according to tumor progression,
from hiperplasia/mild dysplasia lesion to buccal invasive carcinoma and this fact may be related of the carci-

nogenesis mechanisms.

Keywords: E-cadherin. Beta-catenin. Buccal carcinoma.

Introducao

A adesdo entre as células, que ocorre por meio
de juncdes celulares, esta diretamente relacionada
as funcdes de moléculas especializadas presentes
nas membranas de células adjacentes. Existem
duas grandes classes que abrangem essas molé-
culas de adesdo: as dependentes de calcio (selecti-
nas, integrinas e caderinas) e as ndo dependentes
de calcio, que sdo as imunoglobulinas (1).

Caderinas sdo glicoproteinas expressas na su-
perficie de varias células, especialmente nas epite-
liais. Elas medeiam a adesdo celular e sdo impor-
tantes na manutencdo e integridade das células
(2). A funcdo de adesdo é dependente de uma in-
teracdo indireta entre o dominio citoplasmatico da
molécula de caderina com as moléculas de cateni-
nas (alfa, beta e gama).

A Beta-catenina é uma proteina multifuncional,
da familia das cateninas, que participa da adesao ce-
lular e da sinalizacdo nuclear. Essa proteina liga-se as
caderinas, auxiliando na unido dos seus dominios ci-
toplasmaticos ao citoesqueleto de actina (3). Além do

seu papel crucial na adesao celular, a Beta-catenina
tem func¢des na cascata de sinalizacdo Wnt (4).

As moléculas de adesio, em tecidos normais, pro-
movem a coesdo das células entre si e com a matriz
celular, além de estarem envolvidas com o movimen-
to e a proliferagdo celular. Quando essas células so-
frem algum tipo de mutag¢do que comprometa direta
ou indiretamente o funcionamento normal da adesao
celular e os processos de proliferacdo celular, as cé-
lulas alteradas podem passar a utilizar esses efeitos
como meios para a progressao tumoral (5).

O carcinoma de células escamosas (CCE) é a
neoplasia maligna mais comum da cavidade bucal
(6) e origina-se como um processo em que focos
pré-malignos de células anormais expandem-se
seletivamente dentro de um epitélio escamoso es-
tratificado para dominar toda a espessura do epi-
télio (processo conhecido como carcinoma in situ)
antes da sua invasdo ao tecido conjuntivo pelo
rompimento da membrana basal epitelial (proces-
so conhecido como carcinoma invasor).

O processo de génese do carcinoma escamo-
so de mucosa oral segue um curso ja definido na
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literatura, o qual se inicia com as lesdes pré-ma-
lignas, conhecidas como hiperplasia sem displasia,
displasia discreta, displasia moderada e displasia
acentuada. O processo de progressdo tumoral con-
tinua com o comprometimento de toda a espessu-
ra do epitélio escamoso observada no carcinoma in
situ e com a ruptura da membrana basal e invasao
do tecido conjuntivo subepitelial no carcinoma es-
camoso invasor da mucosa oral (4).

A alteracdo do complexo caderina-catenina tem
sido demonstrada em diversos canceres, incluindo
o oral, e tem sido correlacionada com a invasdo, me-
tastase e, consequentemente, com o pior prognoésti-
co dos pacientes (7). Assim, este estudo pretendeu
investigar a expressdo imuno-histoquimica das mo-
léculas de adesdo E-caderina e Beta-catenina, em
tecidos parafinados de mucosa oral apresentando
hiperplasia, displasia e neoplasia da mucosa bucal.

Materiais e métodos
Coleta das amostras

Para este estudo, as amostras foram seleciona-
das no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital
Erasto Gaertner, no ano de 2008, prospectivamen-
te. Foram utilizadas amostras de lesdes da mucosa
bucal fixadas em formalina a 10% e emblocadas em
parafina. As lesdes foram agrupadas em trés classes
distintas:

a) grupo 1 - com 15 amostras de pacientes
apresentando hiperplasia/displasia leve;

b) grupo 2 - com 5 amostras de pacientes apre-
sentando displasia moderada/ acentuada/
carcinoma in situ;

c) grupo 3 - com 12 amostras de pacientes
apresentando carcinoma de célula escamosa
(padrao invasor).

Essa classificacao vem sendo utilizada nos diag-
nosticos das leucoplasias orais em geral. Alguns
diagndsticos foram agrupados em fun¢do das carac-
teristicas histopatolégicas muito similares de cada
etapa de evolucdo da doenga (5).

Os blocos de parafina dessas amostras de lesdes
bucais foram utilizados para realizacdo da técnica
de imuno-histoquimica. Foram respeitadas as nor-
mas éticas de utilizagdo desse material, evitando-se

o desgaste completo do bloco parafinado para que
as referidas amostras possam ser novamente es-
tocadas para estudos futuros, conforme aprovagao
pelo Comité de Etica em Pesquisa (PUCPR), Parecer
n.000217/08.

Imuno-histoquimica

Apo6s a selecdo das amostras, estas foram estu-
dadas pela técnica de imuno-histoquimica, usando
anticorpos primarios monoclonais para a expressao
das moléculas de adesao E-caderina e Beta-catenina.

A leitura das laminas foi realizada em microscoé-
pio 6ptico Olympus BX40. O estudo foi cego para a
metodologia proposta, pois os casos foram avalia-
dos sem o conhecimento do grupo diagnéstico ao
qual a amostra pertencia. Foram entdo classificados
segundo a intensidade de marcagdo, sendo: negati-
vo, positivo fraco e positivo forte.

Andlise estatistica

As analises foram realizadas utilizando os testes
Qui-quadrado e exato de Fisher. Valores de p meno-
res que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

Resultados

A Tabela 1 mostra os dados clinicos relativos a
idade, ao sexo e a localizagdo anatdmica dos 33 ca-
sos estudados. A amostra apresentou média de idade
de 59,1 anos, sendo a maioria homens (75%). As loca-
lizagdes mais comuns das lesdes foram: a mucosa jugal
(54%), seguida da lingua (15%). Os resultados para
as marcacdes das moléculas de adesdo E-caderina e
Beta-catenina encontram-se na Tabela 2. Os casos se-
lecionados no grupo 1, que compreendem as hiper-
plasias e displasias leves, apresentaram 93,3% de
marcacdo forte para E-caderina e 100% de marca-
cao forte para Beta-catenina de membrana (Figuras
le?2).

Nos casos do grupo 2 (Figura 3), que reune as
displasias severas e o carcinoma in situ, houve 60%
de marcacgdo forte para a E-caderina, sendo essa
mesma intensidade observada em apenas 20% dos
casos para a Beta-catenina (membranosa).
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Tabela 1 - Dados clinicos relativos a idade, ao sexo e a localizagao anatdémica dos 33 casos estudados

Casos Idade Sexo Localizacao
08-2008 (2) 76 anos Masculino Mucosa jugal
08-2008 (3) 76 anos Masculino Mucosa jugal
08-2243 73 anos Masculino Mucosa jugal
08-2303 53 anos Masculino Lingua
08-2304 53 anos Masculino Mucosa jugal
08-2392 52 anos Masculino Orofaringe
08-2703 (1) 69 anos Feminino Palato duro
08-2703 (2) 69 anos Feminino Mucosa jugal
08-4967 51 anos Masculino Lingua
08-5063 (5) 59 anos Feminino Mucosa jugal
08-5063 (7) 59 anos Feminino Mucosa jugal
08-6661 61 anos Masculino Lingua
2007-015 37 anos Feminino Regiao retromolar
2007-082 60 anos Feminino Palato duro
2007-095 63 anos Masculino Palato duro
08-2840 (5) 47 anos Masculino Mucosa jugal
08-2923 (2) 64 anos Masculino Mucosa jugal
08-2923 (3) 64 anos Masculino Mucosa jugal
08-5101 53 anos Masculino Mucosa jugal
08-8027 53 anos Masculino Palato mole
08-2008 (5) 76 anos Masculino Mucosa jugal
08-5123 59 anos Masculino Lingua
08-5587 59 anos Masculino Mucosa jugal
08-6518 55 anos Masculino Mucosa jugal
2006-085 51 anos Feminino Mucosa jugal
2006-109 63 anos Masculino Lingua
2007-001 80 anos Feminino Mucosa jugal
2007-007 53 anos Masculino Labio inferior
2007-091 63 anos Masculino Assoalho de boca
2008-003 (1) 59 anos Masculino Mucosa jugal
2008-006 49 anos Masculino Regido retromolar
2008-061 (2) Ndo informado Masculino Assoalho da boca
08-2008 (4)* 76 anos Masculino Mucosa jugal

Legenda: * = paciente controle.
Fonte: Dados da pesquisa.

Arch Oral Res. 2011 Jan./Apr.;7(1):35-42



Diminuicao da expressao imuno-histoquimica de moléculas de adesao em carcinomas escamosos de mucosa oral

Tabela 2 - Reagdo imuno-histoquimica entre 0s grupos

Casos

(n = 33) Grupo E-caderina Beta-catenina
Membrana Citoplasma Nucleo
08-2008 (2) 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2008 (3) 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2243 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2303 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2304 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2392 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2703 (1) 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2703 (2) 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-4967 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-5063 (5) 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-5063 (7) 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-6661 1 + forte + forte Negativo Negativo
2007-015 1 + forte + forte Negativo Negativo
2007-082 1 + fraco + forte Negativo Negativo
2007-095 1 + forte + forte Negativo Negativo
08-2840 (5) 2 + fraco + fraco Negativo Negativo
08-2923 (2) 2 + forte + fraco Negativo Negativo
08-2923 (3) 2 + fraco + fraco Negativo Negativo
08-5101 2 + forte + fraco Negativo Negativo
08-8027 2 + forte + forte Negativo Negativo
08-2008 (5) 3 + fraco + fraco Negativo Negativo
08-5123 3 + forte + forte + fraco Negativo
08-5587 3 + forte + fraco Negativo Negativo
08-6518 3 + fraco + fraco Negativo Negativo
2006-085 3 + fraco + fraco Negativo Negativo
2006-109 3 + fraco + fraco Negativo Negativo
2007-001 3 + fraco + fraco Negativo Negativo
2007-007 3 + forte + forte + fraco Negativo
2007-091 8 + fraco + fraco Negativo Negativo
2008-003 (1) 8 + fraco Negativo Negativo Negativo
2008-006 8 + forte + forte + fraco Negativo
2008-061 (2) 3 + forte + fraco Negativo Negativo
08-2008 (4) Normal + forte + forte Negativo Negativo

Legenda: grupo 1 = hiperplasia/displasia leve; grupo 2 = displasia acentuada/carcinoma in situ; grupo 3 = GEC (carcinoma de célula

escamosa padrdo invasor).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 1 - Fotomicrografia exibindo a reacdo imuno-histoquimica forte para E-caderina (A) e Beta-catenina (B) nas amostras
de hiperplasia e displasia leve (grupo 1) (aumento original 20x)
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Figura 2 - Fotomicrografia exibindo a reacdo imuno-histoquimica forte para E-caderina (A) e Beta-catenina (B) nas amostras
de displasia moderada/acentuada/carcinoma in situ (grupo 2) (aumento original 20x)

Figura 3 - Fotomicrografia exibindo a reacao imuno-histoquimica forte para E-caderina (A) e Beta-catenina (B) nas amostras
de carcinoma de célula escamosa (grupo 3) (aumento original 20x)
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Para os casos do grupo 3 (Figura 3), ou seja, carci-
noma invasor, o padrdo das marcagoes variaram. Para
a E-caderina, apenas 42% dos casos apresentaram
marcacao forte; ja para a Beta-catenina (membrano-
sa) essa porcentagem foi de 25%. A marca¢do para a
Beta-catenina citoplasmatica apareceu em 25% dos
casos do grupo 3 e em nenhum caso dos grupos 1 e 2.

A E-caderina e a Beta-catenina diminuiram a sua
expressao, segundo a progressao tumoral no carci-
noma de boca, na maioria dos casos com significan-
cia estatistica (p = 0,05), principalmente entre os
grupos 1 e 3.

Discussao

0 objetivo deste estudo foi investigar a expres-
sdo imuno-histoquimica das moléculas de adesdo -
E-caderina e Beta-catenina -, em tecidos hiperplasi-
cos, displasicos e neoplasicos da mucosa escamosa
bucal.

O carcinoma de células escamosas de boca é o tu-
mor maligno mais comum da cavidade bucal e tem
a sua patogénese relacionada a fatores ambientais,
como o tabaco e o alcool, e a disttirbios genéticos (5).

Spara et al. (8) avaliaram os fatores epidemio-
l6gicos relacionados ao cancer de boca, em que
encontrou-se uma faixa etaria predominante, entre
51 e 60 anos, mais frequente no sexo masculino.
Em concordéncia com esses autores, a nossa amos-
tra foi representada em sua maioria por homens
(75%), com média de idade de 59,1 anos.

As localizagdes mais comuns das lesdes foram
a mucosa jugal (54%), seguida da lingua (15%).
A grande maioria dos trabalhos apresenta a lingua
como o local predominante no aparecimento das le-
soes (8-10).

Vérias estruturas proteicas das células, tais
como citoqueratinas, caderinas e outras, podem ser
utilizadas como marcadores, na tentativa de se cor-
relacionar as suas expressdes com o curso clinico
do CCE (11, 12).

A imunolocalizagio esperada, tanto para a
E-caderina como para a Beta-catenina, é a membra-
na plasmatica. Contudo, no caso da Beta-catenina,
coloragdes no citoplasma e no nucleo também po-
dem ser observadas. A maioria das amostras per-
tencentes ao grupo 1 apresentou marcac¢do forte,
tanto para a E-caderina como para a Beta-catenina

7

(membranosa). Esse achado é concordante com a

literatura, uma vez que nessa fase a organizacao do
epitélio nas hiperplasias e nas displasias leves se
mantém ainda muito préxima da organizag¢io do epi-
télio normal, bem como da expressdo de suas molé-
culas de adesdo em suas jungdes celulares (6, 13).

Nas amostras do grupo 2, as reagdes imuno-
histoquimicas para as marcacdes da E-caderina e
da Beta-catenina (membranosa) apresentaram-se
fracas em 40% e 80% das amostras respectivamen-
te. A menor expressdo imuno-histoquimica dessas
moléculas, em displasias severas e em carcinomas
in situ, pode estar refletindo a diminuicdo da ade-
réncia intercelular, o que facilitaria a motilidade das
células neoplasicas e, consequentemente, a invasao
(6). Esse fato estaria influenciando o avango do pro-
cesso de progressao tumoral para o padrao de carci-
noma invasor (13). Esse grupo apresentou o menor
numero amostral (5) em relagdo aos outros grupos:
1 (14) e 3 (12 casos), o que provavelmente interfe-
riu no seu resultado estatistico.

Nas amostras compreendidas para o grupo 3, ou
seja, carcinoma invasor, essa marca¢ao variou um
pouco mais. Na imunomarcagao com E-caderina, 58%
das amostras apresentaram diminuicdo da proteina
na membrana e 75% delas apresentaram diminui-
¢do da Beta-catenina. A diminui¢do da expressdo da
E-caderina durante a progressao da doenga pode ser
explicada pela hipermetilacdo do gene da E-caderina,
proporcionando esse aspecto uma grande vanta-
gem para a progressao do tumor (14, 15). A perda de
E-caderina causa distirbios na polaridade e adesdo
celular, facilitando a presenca e posterior translocacdo
da Beta-catenina para o interior do ntcleo, onde ela
induzira a expressao de genes que promovem a proli-
feracdo celular (7). A predominante auséncia da Beta-
catenina de membrana também pode estar relaciona-
da com a diminuicdo da adesao celular (4).

A Beta-catenina citoplasmatica foi detectada em
25% das amostras do grupo 3 e em nenhuma amos-
tra dos grupos 1 e 2. A localizagdo citoplasmatica da
Beta-catenina esta relacionada com a proliferacdo
celular, pois atua como fator de transcricdao de di-
versas proteinas evolvidas com a prolifera¢ao celu-
lar (7). O processo da chegada da Beta-catenina até
o nucleo envolve uma série de proteinas. Quando a
cascata Wnt é ativada, ela impede a a¢do da protei-
na GSK-3p, a qual é responsavel pela fosforilagao da
Beta-catenina e sua consequente degrada¢do. Uma
vez que essa proteina ndo age, a Beta-catenina fica
acumulada no citoplasma, podendo ser detectada
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pela imuno-histoquimica. Apés acumular-se no ci-
toplasma, em virtude da auséncia das proteinas que
fariam a sua degradacdo, a Beta-catenina é translo-
cada para o nucleo onde age no processo de ativa-
¢do transcricional (4).

A deteccdo forte da Beta-catenina no grupo con-
tendo as amostras de carcinoma invasor sugere que,
apds a invasdo tumoral, essa molécula volta a ser
necessaria e nessa fase ela ndo age como molécula
de adesao, mas principalmente como proteina en-
volvida com proliferacdo das células tumorais (7).

A utilizacdo da imuno-histoquimica tem se
mostrado fundamental para o entendimento da
biologia dos tumores humanos e o nosso estudo
buscou evidenciar a importancia do papel de duas
importantes moléculas de adesdo na progressao
de lesdes escamosas pré-neoplasicas e neoplasicas
de mucosa oral.

Conclusao

A Beta-catenina e a E-caderina mudaram o seu
padrao de expressdo segundo a progressao tumoral
no carcinoma de boca com diminuicdo da sua ex-
pressdo na maioria dos casos deste estudo.
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