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RESUMO

O carcinoma epidermoide (CE) é a neoplasia mais comum da cavidade oral e a cada ano
mais de 300.000 novos casos séo diagnosticados em todo o mundo. Para compreender
as alteragbes moleculares associadas ao seu desenvolvimento, bem como para
identificar marcadores diagnosticos e progndsticos para CE, muitos trabalhos tém
utilizado modelos de carcinogénese bucal em animal desafiados com o carcindgeno 4-
Nitroquinoline-1-Oxide (4NQO). A galectina-3 (Gal-3) é uma proteina pertencente a
familia das lectinas que apresenta a capacidade de modular vias de sinalizacdo
intracelular, como a via Wnt/B-catenina. Além disso, a Gsk-3B, uma importante
proteina reguladora dessa via, tem capacidade de controlar os niveis citoplasmaticos de
[-catenina, e inativar proteinas efetoras da via de sinalizacdo Hedgehog (Hh), como as
proteinas da familia Gli. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a expressao
imunoistoquimica das proteinas ativadoras da via Wnt/B-catenina Wnt-1 e Wnt-3A,
bem como das proteinas Gli-3 e Shh pertencentes a via de sinalizacdo Hh em amostras
de displasias e carcinomas oriundas de lingua de camundongos wild-type (WT) e
knockout (KO) para o gene da Gal-3 desafiados com o carcindgeno 4NQO . Para analise
da expressdo dessas proteinas, um método semiquantitativo foi empregado. Todas as
amostras foram negativas para Wnt-1 em ambos os grupos. A média positividade para a
proteina Wnt-3A foi sempre maior no grupo WT, mas a diferenca encontrada entre os
dois grupos ndo foi estatisticamente significante (p=0,04). Por outro lado, a expressao
de Shh foi sempre significativamente maior grupo WT em relacdo ao KO tanto nas
displasias quanto nos carcinomas (p< 0,0001). Além disso, a expressdo de Shh foi
associada com transformacdo maligna de epitélio lingual apenas no grupo WT. Em
relacdo a Gli-3, a média de positividade diminuiu na evolucdo das displasias para
carcinomas no grupo WT, enquanto que no grupo KO foi observado um discreto
aumento, mas nenhuma diferenca foi alcancada. Em conclusdo, os resultados sugerem
que a Gal-3 ndo interfere na ativacdo via de sinalizacdo Wnt/p-catenina, estando ativada
em ambos os grupos. Além disso, a via de sinalizacdo Hh desempenha um papel
importante na transformacédo maligna do epitélio lingual de camundongos WT, mas

no grupo KO.

Palavras chave: carcinogénese bucal, galectina-3, camundongos, via de sinalizacdo

Hedgehog, via de sinalizagéo Wnt.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is the most common neoplasm of the oral cavity and
each year more than 300.000 new cases are diagnosed worldwide. To understand the
molecular alterations associated with its development as well as to identify diagnostic
and prognostic markers for this tumor, lots of studies have used mouse model of oral
carcinogenesis challenged with the carcinogen 4-Nitroquinoline-1-Oxide (4NQO).
Galectin-3 (Gal-3) is a lectin that has the hability to modulate intracellular signaling
pathways, such as the Wnt/B-catenin pathway. Furthermore, the Wnt/B-catenin-
regulated protein GSK-3p is able to control cytoplasmic level of B-catenin and also
inactivate effector proteins of the Hedgehog (Hh) signaling pathway including Gli
proteins. The aim of this study was evaluate by immunohistochemistry Wnt-1 and Wnt-
3A expression, both responsible to activate the Wnt/ B-catenin pathway, and Shh and
Gli-3 expression, two proteins belonging to the Hh signaling pathway, in samples of
dysplasia and carcinomas developed in tongue from wild-type (WT) and Gal-3-knockout
(KO) mice challenged by the carcinogen 4NQO. To analyze the expression of these
proteins, a semiquantitative method was employed. All samples of dysplasia and
carcinoma were negative for Wnt-1 protein in both groups of mice. The average of
positivity for Wnt-3A protein was higher in the WT group, but no difference was found
between the two groups (p=0,04). Shh expression was always statistically significant in
the WT group when compared to the KO group both in dysplasia as carcinoma
(p<0.0001). Furthermore, Shh expression was associated with malignant transformation
of tongue epithelium only in the WT group. With regard to Gli-3 protein, its expression
decreased from dysplasia to carcinoma in the WT group, whereas in the KO group it
was observed a slight increased, but no difference was achieved. In conclusion, the
results suggest that absence of Gal-3 does not interfere in the Wnt/B-catenin signaling
pathway activation. Also, the Hh signaling pathway plays an important role in the

malignant transformation of tongue epithelium from WT mice, but not in KO mice.

Keywords: oral carcinogenesis, galectin-3, mice, hedgehog signaling pathway, Wnt

signaling pathway.
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1- INTRODUCAO

As neoplasias de cavidade oral representam quase 3% dos casos de cancer em
todo mundo e, deste total, mais de 90% sdo carcinoma epidermdide (CE) (JEMAL et
al., 2008; SILVA et al., 2011). A cada ano mais de 300.000 novos casos de CE s&o
diagnosticados mundialmente e embora avangos no tratamento tenham sido observados
nas ultimas décadas, o progndstico ainda continua ruim, o que em parte esta relacionado
ao atraso no diagndstico como também a falta de biomarcadores plasmaticos e teciduais
especificos que auxiliam na deteccdo precoce da doenca (PISANI et al., 2002;
KANOJIA, VAIDYA, 2006; MOLINOLO et al., 2009).

Nesse sentido, para compreender as alteragdes moleculares associadas ao
desenvolvimento de CE de cavidade bucal, muitos trabalhos tém utilizado modelos
experimentais em animais (EVERSON, 1981; NAUTA et al., 1996; LIU et al., 1999;
TANG et al., 2004; CHEN; LIN, 2010). Nesses modelos, substancias carcinogénicas
séo utilizadas para indugdo tumoral, com o 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO), o mais
empregado devido a sua capacidade de promover estresse oxidativo intracelular levando
a formacéo de adutos de DNA, um dos responsaveis pelo desenvolvimento de alteragcdes
potencialmente malignas e malignas (KANOJIA; VAIDY A, 2006). Assim, 0 uso desses
modelos é de fundamental importancia para a compreensdo dos mecanismos
moleculares relacionados a iniciacdo e a promocdo tumoral, em especial na busca de
marcadores preditivos de malignizacdo do tecido epitelial bucal.

As lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos, reconhecendo estruturas
especificas de oligossacarideos presentes em glicoproteinas e glicolipidos de superficie
celular e matriz extracelular (LIU; RABINOVICH, 2005). Dentre os membros dessa
superfamilia, tém-se as galectinas, um subtipo de lectina que possui alta afinidade por
residuos de B—galactosideos (MARKOWSKA et al., 2010). Até o presente momento, 15
diferentes tipos de galectinas foram identificados em mamiferos e essas lectinas
apresentam papéis em diversas atividades biologicas tanto no meio extracelular,
interagindo com glicoproteinas da matriz extracelular, quanto no meio intracelular
(LIU; RABINOVICH, 2005). Dentre os diferentes membros dessa familia, a galectina-3
(Gal-3) é a mais estudada por estar envolvida em diferentes processos fisioldgicos e
também patoldgicos. Nesse aspecto, a literatura especifica tem mostrado que a Gal-3
estd implicada com desenvolvimento tumoral, sobrevivéncia celular, proliferacéo

celular, angiogénese, metastase e ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular, como a
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via Wnt (do inglés wingless-type MMTV integration site family) (SHIMURA et al.,
2004; LIU, F.T; RABINOVICH, G.A. 2005). Embora a Gal-3 possa apresentar
diferentes fungdes, muitas relacionadas a biologia tumoral, o seu papel no
desenvolvimento de CE ainda ndo estd muito claro. Sobre isso, em um trabalho recente,
Faria e colaboradores (2011) mostraram que a auséncia de Gal-3 ndo afetou de maneira
significativa a incidéncia de carcinomas em linguas de camundongos knockout (KO)
quando comparados com animais wild-type (WT), sugerindo um papel secundario na
formacéo desse tumor em lingua de camundongos (FARIA et al., 2011)

A via de sinalizacdo Wnt estd implicada em uma grande variedade de processos
celulares normais, incluindo embriogénese e diferenciacdo (GILES VAN ES; CLEVES,
2003). Além disso, varios estudos tém mostrado que a ativacdo continua dessa via de
sinalizacdo esta diretamente relacionada com transformac¢do maligna, inclusive de CE
de cavidade bucal (GILES VAN ES; CLEVES, 2003; SAYANS et al, 2012;).
Glicoproteinas ativadoras dessa via, conhecidas como Wnts, ligam-se a receptores de
superficie celular pertencentes a familia Frizzled (FZ) para promover a estabilizacdo de
uma proteina chave conhecida como B-catenina (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004).
Assim, na auséncia de ligantes Wnts, o pool citoplasmatico de [-catenina €
continuamente degradado como resultado da sua fosforilacdo pela proteina glicogénio
sintase quinase-3p (GSK-3p) e subsequente degradacdo pela via ubiquitina-proteosomo
(HAGEN; PUIG, 2002). Diferente disso, na presenca das proteinas Wnts, o complexo
de destruicdo APC-Axina-GSK-33 é inativado e a [-catenina estabilizada no
citoplasma, onde é transportada ao nucleo ligada a Gal-3 para promover a ativacdo da
transcricdo de genes tais como MYC e CCND1 (SHIMURA et al., 2004; DAKENG et
al., 2012).

Sobre isso, € postulado que a presenca de Gal-3 é imprescindivel para o
deslocamento de p-catenina ao nucleo. Contudo, foi demonstrado por Santana e
colaboradores (2011) que a auséncia de Gal-3 em animais KO ndo afetou sua
distribuicdo celular. Nesse estudo, a presenca de [-catenina ndo membranosa foi
observada tanto em camundongos WT quanto KO, sugerindo ativacdo da via Wnt nos
dois grupos (SANTANA et al., 2011). Por outro lado, ndo ha nenhum estudo avaliando
comparativamente a expressao de proteinas Wnts no modelo de carcinogénese bucal em

camundongos WT e KO para confirmar esses achados preliminares.
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Similar a via de sinalizacdo Whnt, a via Hedgehog (Hh) também possui um papel
central no desenvolvimento embriondrio, especialmente regulando a proliferacdo e
diferenciacdo celular (BEACHY et al., 2004). Nos mamiferos, trés ligantes homdlogos
dessa via foram identificados: Sonic (Shh), Indian (Ihh) e Desert (Dhh). Essas proteinas
se ligam a um complexo receptor de membrana que leva a ativacdo de fatores
transcricdo da familia Gli para iniciar a transcricdo de genes alvos, cujos produtos
proteicos estdo envolvidos no controle do ciclo celular (ALTABA, 1999; XUAN et al.,
2006; TANG et al.,, 2007). Esses fatores de transcricdo podem ser fosforilados e
inativados por GSK-3p, uma molécula que atua regulando as vias de sinalizagdo Wnt e
a Hh, estabelecendo uma relacdo entre elas (MIZUARAI et al., 2009; MIMEAULT;
BATRA, 2010). Além disso, foi demonstrado que a sinalizacdo Hh ativa esta
diretamente relacionada com a quantidade de GSK-3p inativa (MILL et al. 2005). Sobre
a GSK-3p inativa, um trabalho realizado em nosso laboratdrio mostrou que a expressao
de GSK-3p inativa estava significante associada com transformacéo maligna de epitélio
lingual de camundongos WT, mas ndo em camundongos KO (MENDONCA et al.
2012). Se isso for o caso, é possivel supor que a via Hh esteja mais ativa em
camundongos WT devido a auséncia de regulacéo das proteinas Gli pela GSK3-f3.

Assim, tomando em consideracéo tudo que foi exposto anteriormente, o0 objetivo
deste trabalho foi identificar possiveis diferencas na ativacdo das vias de sinalizacdo
Whnt/B-catenina e Hh em um modelo de carcinogénese bucal induzida
experimentalmente em camundongos WT e KO para o gene da Gal-3 desafiados com o
carcinogeno 4NQO. Nossa hipotese € que nao haja diferenca na expressdo de proteinas
ativadoras da via de sinalizacdo Wnt nos dois grupos de camundongos e que a via de
sinalizacdo Hh esteja mais ativa em camundongos WT, em especial no processo de

transformacdo maligna do epitélio lingual.
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2-REVISAO DA LITERATURA

2.1- Carcinogénese bucal

Cerca de 3% dos casos de cancer em tudo mundo sdo originarios de cavidade
bucal, com o carcinoma epidermoide (CE) representando aproximadamente 90% do
total (SILVA et al., 2011). Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a
estimativa da incidéncia de CE para 0 ano de 2012 no Brasil foi de 9.990 novos casos
em homens e 4.180 novos casos em mulheres, colocando-o entre os 10 canceres mais
comuns na populagdo brasileira (INCA, 2012). No contexto mundial, dados atuais
mostram que a cada ano mais de 300.000 novos casos de CE oral sdo diagnosticados em
todo mundo (PISANI et al., 2002; KANOJIA; VAIDYA, 2006; JEMAL et al., 2008).
Os principais fatores de risco associados ao seu desenvolvimento sdo o tabagismo e o
etilismo (MOLINOLO et al., 2009). Esse tumor é caracterizado por apresentar um
crescimento infiltrativo e precoce desenvolvimento de metastases para linfonodos
regionais (SILVA et al., 2011). Nas Gltimas décadas, embora tenha havido um enorme
avanco no tratamento desse tumor, a taxa de sobrevida dos pacientes ainda €
considerada baixa, pois a maioria dos casos é diagnosticada em estagios avancados
(JEMAL et al., 2008; MOLINOLDO et al., 2009).

E amplamente aceito na literatura que o desenvolvimento desse tumor ocorre em
etapas, com a maioria dos casos originando da transformacao de lesbes potencialmente
malignas (REIBEL, 2003). Neste sentido, a lesdo potencialmente maligna mais
conhecida é a leucoplasia, cuja taxa de transformacdo maligna varia entre 1% e 28%,
sendo a displasia um dos fatores preditivos mais importantes nesse processo de
malignizacdo (SILVERMAN et al., 1984; SCHEPMAN et al., 1998; NEVILLE et al.,
2002;REIBEL, 2003; BOUQUOQT et al., 2006). O diagnostico de displasia ainda é um
tanto subjetivo, especialmente no que diz respeito a sua gradacdo histoldégica bem como
na identificacdo das lesbes que de fato terdo grande potencial de sofrer transformacao
maligna (MANCHANDA et al., 2012) A identificacdo de marcadores para auxiliar o
patologista em estabelecer um correto diagnostico bem como em predizer quais lesdes
sofrerdo malignizacdo permitird que casos novos de CE sejam diagnosticados em
estagio inicial, melhorando a taxa de sobrevida desses pacientes (REIBEL, 2003).

Nesse sentido, a utilizacdo de modelos de carcinogénese bucal em animais,

como ratos e camundongos, tem se tornado uma ferramenta de grande valor, pois
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permite a reproducdo das diferentes fases relacionadas a transformacdo maligna do
epitélio de cavidade bucal, bem como o estudo das alteragdes morfoldgicas, genéticas e
bioquimicas que ocorrem nas lesdes displasicas e carcinomas (KANOJIA, VAIDYA,
2006).

Na literatura cientifica € possivel encontrar diferentes tipos de modelos
experimentais em animais desafiados com carcindgenos (KANOJIA, VAIDYA, 2006).
Contudo, dentre os diferentes tipos de modelos, aqueles que usam o carcindgeno 4-
nitroquinoline 1-oxide (4NQO) sdo os mais utilizados. Bioquimicamente, 0 4NQO é um
carcindégeno quimico solivel em 4gua que induz todas as etapas da carcinogénese, ou
seja, hiperplasias, papilomas, displasias em diferentes graus, carcinoma in situ e
carcinoma, em um padrdo similar ao observado na carcinogénese oral humana (NAUTA
et al 1996; KANOJIA, VAIDYA, 2006). Os efeitos carcinogénicos do 4NQO s&o
decorrentes da reducdo enzimatica do seu grupo nitro presente em um dos anéis
aromaticos, seguida pela formacgéo de um composto enzimatico intermediario conhecido
como 4-hidroxiaminoquinolona-N-oxido (4HAQO) (STANLEY et al, 1992;
MIRZAYANS et al.,, 1999). Este composto exerce um potente estresse oxidativo
intracelular, gerando a formacao de espécies reativas de oxigénio, tais como o peroxido
de hidrogénio e o radical superoxido, os quais sdo capazes de provocarem adutos de
DNA (NUNOSHIBA; DEMPLE, 1993; ARIMA et al., 2006; KANOJIA, VAIDYA,
2006). Sabe-se também que o 4HAQO reage preferencialmente com residuos de
guanina do DNA, promovendo a sua substituicdo por uma pirimidina, em um padrdo
semelhante ao observado pela agdo dos raios ultravioletas do sol e por alguns compostos
presentes no tabaco (KANOJIA, VAIDYA, 2006).

Assim, é possivel dizer que a utilizacdo desses modelos para a compreensao dos
processos relacionados a formacdo de tumores na cavidade bucal é de extrema
importancia para desvendar os mecanismos moleculares subjacentes a este processo
como também para auxiliar na busca de novos tratamentos para pacientes acometidos
por CE.

2.2- Galectina-3
Lectinas sdo proteinas ligadoras de carboidratos que reconhecem estruturas

especificas de oligossacarideos presentes em glicoproteinas e glicolipideos de superficie
celular bem como de matriz extracelular (LIU, F.T; RABINOVICH, G.A. 2005).
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Pertencente a essa familia, tem-se as galectinas, proteinas que possuem alta afinidade
por residuos de B- galactosideos de superficie celular e apresentam pelo menos um
dominio de reconhecimento de carboidratos (DCRs) (MARKOWSKA et al., 2010). No
momento, 15 diferentes tipos de galectinas foram identificados em mamiferos, as quais
podem ser subdivididas em trés grupos de acordo com o nimero de DCRs: o grupo
protétipo, formado pelas galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15, cuja estrutura final da
proteina € composta por uma sequéncia N-terminal curta e um Unico DRC; o grupo
repeticdo em tandem, representado pelas galectinas 4, 6, 8, 9 e 12, as quais se
caracterizam pela presenca de dois DRC ndo idénticos unidos por uma sequéncia curta
de cerca de 70 aminoacidos; €, por fim, 0 grupo quimera, cujo represente Unico € a
galectina-3 (Gal-3) (CHIARIOTTI et al., 1999; LIU; RABINOVICH, 2005).

A Gal-3 é um dos membros mais estudados e foi primeiramente identificada
como um marcador de diferenciacdo macrofagica denominado de Mac-2
(NEWLACZYL; YU, 2011). Trata-se de uma proteina de 31kDa estruturalmente
composta por dois dominios distintos: um dominio N-terminal composto por 12
aminoacidos, uma sequéncia rica em aminoacidos glicina, prolina e tirosina, € um
dominio C-terminal, contendo cerca de 130 aminoacidos e que contém o DCR
responsavel pela sua atividade de lectina (TAKENAKA; FUKUMORI; RAZ, 2004).

A Gal-3 é expressa em diferentes tecidos humanos, incluindo células do sistema
imunologico (macréfagos, eosinofilos, neutrofilos e mastocitos), células epiteliais, tais
como células do epitélio gastrointestinal, trato respiratorio e renal, e também em células
neuronais (CAY, 2012). A sua secre¢do parece ocorrer por uma via nao classica, visto
gue ndo possui uma sequéncia sinal comum as proteinas que sdo secretadas pela via
classica (HAUDEK et al., 2011). Assim como outros membros dessa familia, a Gal-3
pode ser encontrada tanto no meio intracelular (ndcleo e citoplasma) quanto no meio
extracelular (NEWLACZYL; YU, 2011). No nucleo, a Gal-3 estd envolvida em
processos de splicing do pré-RNAm, regulacdo do crescimento celular e progressao do
ciclo celular, enquanto no citoplasma parece atuar regulando a apoptose e vias de
sinalizacdo intracelular (LIU; PATTERSON; WANG, 2002; LIU; RABINOVICH,
2005). No meio extracelular, esta lectina liga a glicoconjugados de superficie celular e a
proteinas de matriz extracelular, como a laminina, fibronectina e elastina, modulando
positivamente a adeséo celular (HUGHES, 2001).

No contexto das neoplasias, varios trabalhos tém mostrado que a Gal-3 esta

implicada no desenvolvimento de tumores malignos, pois tem um papel importante na
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regulacdo de diferentes processos patofisioldgicos que contribuem para a tumorigénese,
progressdo tumoral e metéstases (TANENAKA, et al.,, 2004; NEWLACZYL; YU,
2011). Em parte, isso se deve a sua capacidade de interagdo com a proteina RAS (LIU;
RABINOVICH, 2005). O seu potencial tumorigénico também pode ser evidenciado
pela sua capacidade de interagir com a proteina 3-catenina, uma proteina efetora chave
da via de sinalizacdo Wnt, e promover a transcricdo de genes alvos reguladores da
proliferagdo celular, como CCND 1 e MYC (NEWLACZYL; YU, 2011).

No que diz respeito ao seu papel na apoptose, estudos prévios tém mostrado que
a Gal-3 pode exercer tanto um papel pré-apoptético quanto anti-apoptético, na
dependéncia do tipo e localizacdo celular (YANG et al., 1996; AKAHANI et al., YU et
al., 1997; NAKAHARA et al., 2005; DUMIC et al., 2006). O seu papel anti-apoptotico
se da pelo fato de que é translocada para a membrana mitocondrial inibindo a liberacéo
do citocromo ¢, uma importante molécula ativadora da caspase-3 (YU et al., 2002). Por
outro lado, foi relatado que a Gal-3 extracelular pode induzir a apoptose em célula T de
linhagens celulares de leucemia e em células mononucleares humanas do sangue
periférico através da sua ligagdo com glicoconjugados de superficie celular
(FUKUMORI et al., 2003).

Assim, considerando o seu papel chave em diferentes aspectos da biologia
tumoral, a Gal-3 tem sido implicada principalmente como marcador de prognostico em
diferentes tumores, como CE de cabeca e pescoco (GILLENWATER et al., 1996),
carcinoma da tiredide (XU et al., 1995) e carcinoma colorretal ( BARROW et al., 2011).
Em lesdes tireoidianas, Chiu e colaboradores (2010) observaram que a Gal-3 estava
altamente expressa em carcinomas, mas ndo em tecidos normais, sendo raramente
expressa nas lesdes benignas (CHIU et al., 2010; CAY, 2012). Em amostras de
carcinoma de co6lon, Wu e Gan (2007) comparando a expressdo de Gal-3 por
imunoistoquimica em amostras com e sem metastases, observaram que a expressao de
Gal-3 era muito maior nos tumores metastaticos e sugeriram que, nesse tipo de tumor,
uma maior expressdo de Gal-3 parece ter um papel no desenvolvimento de metastase
como também no prognostico (WU; GAN, 2007). De forma similar, Miyazaki e
colaboradores (2002) avaliaram a expressdao imunoistoquimica desta lectina em casos de
carcinomas gastricos ndo metastaticos e metastaticos e concluiram também que a
expressao de Gal-3 era significativamente mais forte nos casos metastaticos e, portanto,

associada com pior progndstico (MIYAZAKI et al, 2002).
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Em contraste com os trabalhos supracitados, em alguns tumores a expresséo de
Gal-3 parece estar inversamente associada com a ocorréncia de metéstase, sugerindo
que fatores teciduais ou tumorais especificos sejam determinantes na modulagdo de suas
fungbes (TAKENAKA; FUKUMORI; RAZ, 2004). Sobre isso, Castronovo e
colaboradores (1996), avaliando a expressdo imunoistoquimica de Gal-3 em amostras
de cancer de mama e de tecido adjacente normal, encontraram uma expressao
significativamente maior de Gal-3 no tecido normal do que nas amostras tumorais,
especialmente nos casos metastaticos (CASTRONOVO et al., 1996).

Com relagdo ao seu papel em CE de cavidade bucal, Faria e colaboradores
(2011) investigaram a influéncia dessa lectina no desenvolvimento de carcinomas de
lingua em camundongos WT e KO para o gene da Gal-3 submetidos ao tratamento com
o0 carcinogeno 4NQO. Os resultados indicaram que a auséncia desta lectina parece nédo
influenciar no processo de carcinogénese bucal (FARIA et al., 2011). Em contraste,
Honjo e colaboradores (2000), avaliando a expressdo da Gal-3 em amostras de CE de
lingua e a sua relagdo com prognostico, observaram uma redugdo na expressao nuclear e
um aumento da expressao citoplasmatica de Gal-3 na transformacéo do epitélio normal
a carcinoma, sugerindo que essa mudanca poderia estar relacionada com o
desenvolvimento desse tumor. Além disso, uma maior expressdo citoplasmatica de Gal-
3 foi associada com uma reducédo da sobrevida dos pacientes, sugerindo um papel de
marcador de prognostico para Gal-3 citoplasmatica (HONJO et al., 2000).

Sobre o papel da Gal-3 na via de sinalizacdo Wnt, as primeiras observacoes
sobre a sua atividade reguladora nessa via foram feitas por Shimura e colaboradores
(2004). Nesse estudo, foi demonstrado que a Gal-3 é capaz de se ligar a -catenina,
auxiliando-a na translocacdo do citoplasma para o nucleo para iniciar a ativacdo de
genes alvos (SHIMURA et al., 2004). Um ano depois, 0 mesmo grupo mostrou uma
semelhanga estrutural entre p-catenina e Gal-3, uma sequéncia consenso comum
denominada de S92XXXS96, a qual serve como local de fosforilacdo pela GSK-3p.
(SHIMURA et al., 2005).

Apos essas descobertas iniciais, varios outros estudos tém buscado avaliar as
funcbes Gal-3 na via de sinalizacdo Wnt no contexto diferentes tumores. Nesse aspecto,
Song e colaboradores (2009) avaliaram a influéncia da Gal-3 na regulacdo da via de
sinalizacdo Wnt em linhagens celulares de carcinoma de colon. Nesse estudo, usando a

tecnologia de RNA de interferéncia, os autores mostraram que a auséncia da Gal-3
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reduziu os niveis da proteina B-catenia e de ciclina D1, sem reducdo dos niveis de
mRNA de B-catenina, sugerindo que a Gal-3 poderia interferir nos niveis de -catenina
por um mecanismo pos-traducional. Além disso, foi notado nas células com niveis
elevados de Gal-3 um acumulo de -catenina no nucleo e aumento da atividade do fator
de transcricdo LEF1/TCF4 (do inglés: T-cell-specific factor/lymphoid enhencer binding
factor), os quais sdo importantes na ativacdo dos genes alvos dessa via. Além disso, na
auséncia da Gal-3, uma reducéo das formas fosforiladas, ou seja, inativas, das proteinas
Akt e GSK-3B foi observada, sugerindo que ela poderia estar regulando a via de
sinalizacdo Wnt pela fosforilagdo de proteinas-alvo como a GSK-3p (SONG et al.,
2009).

Esse fendmeno também foi observado por Kobayashi e colaboradores (2011).
Nesse estudo, ao inibirem a expressdo Gal-3 utilizando a tecnologia de RNA de
interferéncia em linhagens celulares de cancer de pancreas, observaram uma reducéo da
migracdo e invasdo celular, bem como dos niveis de MMP-2, de B-catenina e das
formas fosforiladas de Akt e GSK-3f3, com consequente aumento de suas fungdes
(KOBAYASHI et al., 2011). Resultados parecidos foram encontrados em CE de
cavidade oral (ZHANG et a. 2012). Nesse estudo, Zhang e colaboradores (2012), ao
silenciarem Gal-3 em linhagens celulares de CE usando RNA de interferéncia,
observaram reducdo na migracdo e invasdo celular, o que foi acompanhado pela menor
da expressdo de MMP-9, como também de -catenina e das formas fosforiladas de Akt
e GSK-3B (ZHANG et al., 2012).

Embora isso possa ser 0 caso para a maioria dos trabalhos realizados com cultura
celular, um estudo realizado por Santana e colaboradores (2011) mostraram que, tanto
em camundongos WT quanto nos KO para Gal-3, havia uma elevada expressdo de [3-
catenina ndo membranosa (nuclear e citoplasmatica) nas lesdes displasicas e
carcinomas, indicando ativacdo da via em ambos os grupos. Além disso, esse resultado
também mostrou que a auséncia Gal-3 poderia ndo comprometer funcionalmente a via
Whnt nesse modelo experimental (SANTANA et al., 2011). Contudo, para confirmar se a
via de sinalizacdo Wnt esteja, de fato, ativa em camundongos WT e KO no contexto
desse modelo, o estudo da expressdo de proteinas Wnts ativadoras dessa via se faz

necessario.
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2.3- Via de sinalizacdo Wnt

A via de sinalizagdo Whnt participa da regulacdo de uma grande variedade de
processos fisioldégicos em diferentes espécies de animais, tendo um papel crucial no
desenvolvimento embrionario (KLAUS; BIRCHMEIER, 2008). As Wnts constituem
uma familia de glicoproteinas secretadas, ricas em aminodcido cisteina, com
aproximadamente 350-400 aminoacidos. Nos seres humanos, existem 19 membros
conhecidos dessa familia, os quais desempenham papéis essenciais na diferenciacéo,
proliferacdo e sobrevivéncia celular (GILES; VAN ES; CLEVES, 2003;
MacDONALD; TAMAI; HE, 2009).

A transducdo de sinal se inicia com a ligacdo das glicoproteinas Wnts a dois
membros distintos de receptores de superficie celular: o receptor da familia Frizzled
(FZ) e receptores da familia de proteinas relacionadas a receptor LDL, conhecidos como
LRP, os quais atuam como co-receptores essenciais para a interacdo entre Wnt e FZ.
Até o presente momento, 10 receptores FZ e dois membros da familia LRP, os
receptores LRP-5 e 6, foram identificados em seres humanos. Os receptores FZ tem um
dominio amino terminal rico no amino&cido cisteina, local em que ocorre a ligacdo das
Whnts, sete dominios transmembranares e uma porcéo carboxi-terminal voltada para a
face citoplasmatica da membrana celular (LUSTING; BEHRENS, 2003).

As glicoproteinas Wnts ligam aos receptores de superficie celular e estimulam
trés vias de sinalizacdo Wnts distintas: a via canénica, a via de polaridade planar da
célula e a via Wnt/célcio (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004, LUSTING; BEHRENS,
2003). A via candnica, também conhecida como via classica, ativa genes-alvo através
da estabilizacdo de B-catenina no citoplasma e sua translocagdo até o nucleo
(DIHLMANN; DOEBERITZ, 2005). Na auséncia de sinalizacdo Wnt, o pool citosélico
de B-catenina é continuamente degradado, como resultado da sua fosforilacdo pela
proteina GSK-3p e subsequente degradacdo através da via ubiquitina-proteosomo
(DAKENG et al., 2012).

Além da GSK-3p, outras proteinas fazem parte do complexo citoplasmético de
destruicdo da p- catenina, como a axina, a caseina quinase -1(CKIl) e a proteina APC
(do inglés: adenomatous poliposis coli) (DAKENG et al., 2012). Axina e APC formam
uma estrutura (scaffold) que permite a GSK-3p fosforilar especificamente - catenina,

bem como as proprias proteinas APC e axina, sendo que a fosforilagdo delas €
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importante para a manutencao da estabilidade do complexo de destruicdo (GILES; VAN
ES; CLEVES, 2003).

Sobre a fosforilacdo de B-catenina, estudos tém mostrado que ela ocorre nos
residuos de aminodacidos Ser 33, 37, 45 e Thr 41 em duas etapas, como segue: 0 residuo
Ser 45 ¢é primeiramente fosforilado pela CKI, a qual é seguida pela fosforilagdo dos
outros residuos de aminoécidos pela GSK-3p (AMIT et al., 2002). Apds a finalizacéo
dessa etapa, a B-catenina é entdo reconhecida pela ubiquitinaligase- p- TrCP, induzindo
a sua ubiquitinacdo, uma etapa inicial do processo de degradacdo de proteinas
intracelulares pelo sistema ubiquitina-proteosomo (GILES; VAN ES; CLEVES, 2003).

Por outro lado, quando a via de sinalizacdo Wnt é ativada, o complexo de
destruicdo APC-Axina-GSK-3p é inativado, permitindo que a [-catenina seja
translocada do citoplasma para o nicleo, mediado pela Gal-3, onde se liga aos fatores de
transcricdo TCF/LEF para promover a ativacdo da transcricdo de genes alvos tais como
MYC, CCND 1 e MMP7 (SHIMURA et al., 2004; DAKENG et al., 2012). Para que
iSSO ocorra, a proteina Wnt deve se ligar ao receptor FZ na célula-alvo e promover o
recrutamento da proteina Dishevelled (Dsh) proximo a membrana plasmatica, onde
interage com o receptor FZ, etapa essencial para inibir o complexo de destruicdo. Em
relacdo aos receptores LRP, na presenca de Wnits ativadoras, LRP 5 e 6 sdo fosforilados
por GSK-3p e CKIl, o que também promove o recrutamento de proteinas Dsh bem como
a translocacdo da axina para a membrana plasmatica e a inativacgdo complexo de
destruicdo (KLAUS; BIRCHMEIER, 2008). As outras duas vias, conhecidas como vias
ndo candnicas, sdo menos estudadas e 0s seus papeéis durante a tumorigénese nao estao
bem esclarecidos (LUSTING; BEHRENS, 2003).

Sinais inibitdérios da via Wnt sdo modulados extracelularmente por proteinas
secretadas, tais como as proteinas relacionadas com o Frizzled (FrzB), fator inibit6rio de
Whnt-1 (WIF-1) e Cerberus Xenopus. Esses fatores se ligam a Wnt e antagonizam a sua
funcdo. Outro antagonista desta via é o Dkk (Dickkopf) que se liga ao co-receptor LRP
e bloqueia sua disponibilidade (LUSTING; BEHRENS, 2003).

A via de sinalizacdo Wnt regula varios processos fisioldgicos que, quando
desregulados, sdo importantes na promocdo tumoral, como proliferacdo celular,
angiogénese, senescéncia, morte celular e metastases (QIANG et al., 2005; YE et al.,
2007; RAMACHANDRAN et al., 2011; ANASTAS; MOON, 2013). Além disso, a alta

frequéncia de mutagdes em componentes dessa via em diferentes tipos de neoplasias



27

ressalta a sua importancia durante o processo da carcinogénese (ANASTAS; MOON,
2013). De fato, o papel da via Wnt no desenvolvimento de tumores foi descrito pela
primeira vez ha trinta anos através da inducdo da expressdo, por insercao pro-viral, de
um gene até entdo desconhecido chamado int-1, promovendo a inducdo espontanea de
hiperplasias e tumores mamarios em ratas (NUSSE; VARMUS, 1982). A partir de entdo
outros estudos evidenciaram a participacdo de diferentes componentes dessa via de
sinalizag@o no desenvolvimento tumoral (ANASTAS; MOON, 2013).

Dentre as mutagdes mais estudadas, tém-se aquelas que afetam a proteina APC,
as quais foram inicialmente estudadas em pacientes portadores de polipose adenomatosa
familiar, uma doenga caracterizada pelo desenvolvimento de numerosos polipos
adenomatosos e um grande risco do surgimento de tumor colorretal (ANASTAS;
MOON, 2013). Além do carcinoma colorretal, mutagdes em APC foram identificadas
também em outras neoplasias, como adenomas gastricos, hepatoblastomas e carcinoma
de prostata (ODA et al., 1996; LEE et al., 2002; MIYAKI et al., 1999; GERSTEIN et
al., 2002).

Além disso, mutacdes no gene de pB-catenina (CTNNB1) foram identificadas em
varios tipos de neoplasias humanas, incluindo tumores gastrointestinais, carcinoma
endometrial, carcinoma hepatocelular, melanomas e tumores pancreaticos (MIYAKI et
al., 1999; SAEGUSA et al., 2001; TAKAYASU et al., 2001; ABRAHAM, et al., 2002;
CLEMENTS et al, 2002;BREUHAHN et al.,, 2006). Somado a essas alteracGes
genéticas, nos Ultimos anos outros mecanismos de ativacdo da via candnica Wnt foram
descobertos, tais como alteragdes epigenéticas que levam ao silenciamento de genes que
codificam as proteinas inibidoras WIF-1 e DKK e a superexpressdo de proteinas Wnts e
dos receptores FZ (AQUILERAet al., 2006; CHAN et al., 2007; SATO et al., 2007;
KLAUS; BIRCHMEIER, 2008; VEECK et al., 2009).

Alteracdes em componentes da via Wnt também ja foram descritos nas
neoplasias da cavidade oral. A perda de heterozigose (LOH), mutacdes e alteracdes
epigenéticas de APC foram relatadas em diferentes estudos em amostras de CE de
cavidade oral (LARGEY et al., 1994; MAO et al., 1998; SIKDAR et al., 2003). Em
geral, os estudos mostram que as alteracdes no gene APC levam a uma reducdo na
expressdo da proteina APC e, por consequéncia, da sua atividade supressora tumoral
(SAYANS et al., 2012). Com relagéo a isso, Gao e colaboradores (2005), avaliando 34
amostras de CE oral, encontraram LOH e hipermetilacdo do gene APC em 31 casos,

sendo que em apenas cinco casos foi observado LOH juntamente com hipermetilacdo de
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APC. Esse estudo ainda analisou a expresséo de [-catenina e verificou o seu aumento
nos tumores pouco ou moderadamente diferenciados, indicando que a LOH e o0 acimulo
de B-catenina parecem contribuir para a progressdao maligna em CE oral (GAO et al.,
2005).

A localizacdo celular de pB-catenina também parece ser um fator importante no
desenvolvimento de CE de cavidade bucal. Isso foi demonstrado por Ishida e
colaboradores (2007), que encontraram expressdo nuclear de B-catenina em 92% dos
casos de leucoplasias com displasia e em 29% das leucoplasias sem displasia. Também
observaram que a expressdo nuclear de p-catenina aumentou de maneira significativa
com a severidade das displasias. Por fim, nesse mesmo estudo, 0s autores observaram
que a expressdo Wnt-3 e ciclina D1 era significativamente maior nos casos com
expressdo nuclear da B-catenina. Os autores concluiram que a ativacdo da via de
sinalizagdo Wnt/p-catenina é importante na progressao das displasias nas leucoplasias
orais (ISHIDA et al., 2007).

Shiratsuchi e colaboradores (2007), analisando mutacGes nos genes de -
catenina e APC, bem como a amplificacdo e superexpressdo de ciclina D1 e o acimulo
nuclear/citoplasmatico de [B-catenina em 44 casos de carcinoma mucoepidermoide
(CME) de cabeca e pescoco, observaram que em 15,4% dos casos foram encontrados
mutacbes em B-catenina e 0 seu acUmulo em 13,6%. Mutacbes em APC foram
observadas apenas em dois casos de CME de baixo grau. Com relacdo a ciclina D1,
38,5% dos casos apresentaram amplificacdo do gene correspondente e 43,2%
superexpressdo, o que foi significativamente correlacionada com o acumulo de B-
catenina (SHIRATSUCHI et al., 2007).

De forma similar a proteina APC, a proteina quinase GSK-3p3, responsavel pela
fosforilagdo de B-catenina, pode atuar como supressora tumoral e ter sua acdo diminuida
durante a transformacdo maligna em alguns tipos de cancer (LUO, 2009). Goto e
colaboradores (2002), avaliando a expressao de GSK-3 e ciclina D1em 41 casos de CE
de lingua, encontram superexpressdo de ciclina D1 em 66% e uma expressao reduzida
GSK-3p em 39% dos casos. Ademais, a reducdo dos niveis de GSK-3p esteve
correlacionada com o aumento da expressdo de ciclina D1 e menor sobrevida dos
pacientes (GOTO et al., 2002).
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2.4- As glicoproteinas Wnts

As proteinas Wnts sdo glicoproteinas produzidas por diferentes tipos de células.
A Wnt-1 foi identificada pela primeira vez como um oncogene ativado por virus em
tumores mamarios de ratas e denominada Int-1 (NUSSE; VARMUS, 1982). Em
Drosophila o gene homdlogo é chamado wingless e a combinacdo de ambos 0s nomes
originou o termo Wnt (LUSTING; BEHREN, 2003). Atualmente existem mais de 20
genes WNTs conhecidos. Os produtos proteicos desses genes, as glicoproteinas Whnts,
apresentam em sua estrutura aproximadamente 24 residuos do aminoacido cisteina e,
em média, 350-400 amino&cidos, com peso molecular variando de 39 kDa (Wnt-7A) a
46 kDa (Wnt-10A) (LUSTING; BEHREN, 2003; ESPADA et al., 2009). A regido
amino-terminal dessas glicoproteinas € responsavel por mediar interagdo com o0s
receptores FZ, enquanto que a regido carboxi-terminal é necessaria para a ativacao
destes receptores (LUSTING; BEHREN, 2003).

Em termos funcionais, nem todas as Wnts ativam a via canénica Wnt/B-catenina,
sendo que as principais proteinas ativadoras dessa via séo Wnt-1, Wnt-3A e Wnt-8
(LUSTING; BEHRENS, 2003). Além disso, as células tumorais respondem de maneira
distinta a estimulacdo pelos ligantes Wnts (ANASTAS; MOON, 2013). Isto foi
observado em células epiteliais de mama, nas quais Wnt-7A, Wnt-3A e Wnt-1 foram
associadas com transformacdo maligna, ao passo que as proteinas Wnt-6, Wnt-4 e Wnt-
5A ndo apresentaram o mesmo efeito (WONG; GAVIN; MCMAHON, 1994; SHIMIZU
et al., 1997). Da mesma forma, outro estudo mostrou que a superexpressao de Wnt-1
induziu hiperplasia em células de glandulas mamarias em camundongos, o que ndo foi
observado com as proteinas Wnt-7B e Wnt-5A (NAYLOR et al., 2000).

Verras e colaboradores (2004), investigando o papel de Wnt-3A no crescimento
de linhagens celulares de cancer de prostata, demonstraram que essa proteina é capaz de
induzir a atividade dos receptores de andrdégeno e aumentar os niveis citosolicos e
nucleares de B-catenina. Os resultados demonstraram ainda que a Wnt-3A desempenha
um papel importante na transcricdo e no crescimento celular mediado por andrdégenos
em células prostaticas e que essa regulacdo parece envolver a ativacdo de B-catenina
(VERRAS et al., 2004). Por outro lado, Chien e colaboradores (2009) observaram que
linhagens de células de melanoma humano e de murinos cultivadas com Wnt3-A

mostraram uma proliferacdo celular diminuida, mostrando, mais uma vez, que as
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respostas as proteinas Wnts podem variar de acordo com o tipo celular (CHIEN et al.,
2009).

Achados similares tém sido observado com a proteina Wnt-7A. Enquanto que
em células de cancer de ovario esta glicoproteina regula a proliferacdo e a transcrigdo
génica na dependéncia de B-catenina (YOSHIOKA et al., 2012), em linhagem celular
derivada de leucemia linfoblastica aguda, Wnt-7A inibe a proliferacdo celular e tem
pouco efeito sobre os niveis citoplasmaticos de B-catenina (HERNANDEZ et al., 2012).
Uma explicagdo para esse comportamento distinto é que a via Wnt/B-catenina altera os
perfis transcricionais de muitos genes diferentes num padrdo tecido-especifico
(ANASTAS; MOON, 2013).

Em relacdo a proteina Wnt-1, Huang e colaboradores (2008), estudando
carcinoma de pulmé&o, observaram que a expressdo de [3-catenina foi significativamente
maior nos tumores positivos para Wnt-1. A expressdio de Wnt-1 foi ainda
significativamente correlacionada com a ativacdo dos genes MYC, CCND1 e MMP?7.
Além disso, houve uma correlacdo significativa entre a expressdo da glicoproteina e
prognostico dos pacientes (HUANG et al.,, 2008). Rhee e colaboradores (2002),
investigando a expressdo de Wnt-1, Wnt-5A, Wnt-7A, Wnt10-B, Wnt-13 e dos
receptores FZ2 e FZ5 em linhagens celulares de carcinoma de cabega e pescoco e
compararam com celulas normais de epitélio oral e bronquiolar, observaram um
aumento dos niveis de mRNA de Wnt-1, Wnt-7a,Wnt-10b, Wnt-13 e de FZ2, bem como
das proteinas Wnt-1 e Wnt-10B nas linhagens celulares de carcinoma quando
comparadas com o epitélio normal. Além disso, eles mostraram que na presenca de
anticorpos anti-Wnt-1 e anti-Wnt-10B houve uma redugéo na expresséo de [-catenina e
ciclina D1 e inibicdo do crescimento celular (RHEE et al., 2002).

Prado e colaboradores (2009), utilizando amostras de carcinoma de cabeca e
pesco¢o e mucosa oral normal como controle para analisar a expressdo de glicoproteinas
Whnts e os receptores FZ, verificaram que, ao contrario do que observado no trabalho
descrito por RHEE e colaboradores (2002), a proteina Wnt-1 ndo foi expressa na
maioria das amostras de carcinomas. Em contraste, altos niveis de Wnt-5A, Wnt-13,
Wnt-10B e Wnt-7A foram encontrados nas areas tumorais quando comparadas ao
controle, fato também observado em relacdo aos receptores FZ2 e FZ5. O trabalho
evidenciou mais uma vez a importancia desses componentes da via de sinalizacdo Wnt

em carcinoma de cabeca e pescoco (PRADO et al., 2009).
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Com relacdo a expressdo dessas glicoproteinas em modelos animais, Fracalossi e
colaboradores (2010) avaliaram a expressdo de Wnt-1 e Wnt-5A, bem como dos
receptores FZ1 e FZ5 e de B-catenina em amostras de lingua de camundongos
submetidos ao tratamento com carcindgeno 4NQO. A expressdo de Wnt-1 foi
encontrada na maioria das lesGes displasicas e carcinomas, contudo, ndo houve
diferenca estatisticamente significante na expressdo de nenhum dos marcadores entre 0s
animais do grupo controle e os submetidos ao tratamento. Estes resultados indicam a
necessidade de mais estudos para compreensdo da importancia dos componentes da via
Wnt em modelos experimentais de carcinogénese bucal (FRACALQOSSI et al., 2010).

2.5- Via de sinalizacdo Hedgehog

A via de sinalizacdo Hedgehog (Hh) € um regulador importante para a
proliferacdo celular, diferenciacdo e polaridade tecidual. Os ligantes da via Hh
constituem uma familia de proteinas secretadas que desempenham um papel central no
desenvolvimento embrionario e na renovacdo de células tronco em adultos (BEACHY
et al., 2004). Os genes desta via foram identificados pela primeira vez por Nusslein-
Volhard e Wieschaus (1980) como responsaveis por controlar o padrdo de segmentacédo
em Drosophila melanogaster (NUSSLEIN-VOLHARD; WIESCHAUS, 1980).

Nos mamiferos, trés ligantes homologos foram identificados: Sonic (Shh),
Indian (Ihh) e Desert (Dhh). O Shh é o ligante mais comumente expresso e melhor
caracterizado, sintetizado como uma proteina precursora de 45 kDa que, apds sofrer
clivagem, é covalentemente modificada até adquirir a sua forma biologicamente ativa
(TANG et al., 2007; MIMEAULT; BATRA, 2010). Em geral, as proteinas da via Hh
ativam um complexo receptor de membrana formado pelos receptores Patched (Ptchl e
Ptch2) e Smoothened (Smo). O receptor Ptch € o inibidor chave da sinalizacdo Hh
devido a sua atividade inibitéria sob Smo, uma proteina reguladora positiva da via Hh e
responsavel pela ativacdo de fatores de transcricdo (XUAN et al., 2006; TANG et al.,
2007).

O mecanismo pelo qual Ptch inibe a funcdo de Smo e o processo pelo qual os
ligantes Hh blogueiam essa inibi¢cdo ainda ndo sdo conhecidos. Contudo, ndo parece
haver uma ligacdo direta entre Ptch e Smo (TAIPALE et al., 2002). Tem sido proposto
que Ptch transporte pequenas moléculas inibidoras de Smo, baseado na semelhanca de

Ptch com proteases bacterianas capazes de transportar pequenas moléculas hidrofobicas
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(TAIPALE et al.,, 2002). O transporte destes inibidores seria entdo bloqueado na
presenca de ligantes Hh. Embora tal teoria ndo tenha sido claramente elucidada, foi
demonstrado que Shh afeta a localizagdo subcelular de Ptch, diminuindo a quantidade
deste receptor na membrana plasmatica, mediado pela sua internalizacdo em vesiculas
endociticas (CHEN et al., 2002; OGDEN et al., 2004; TANG et al., 2007).

Nas células em que ndo héa ligacdo de Shh ao receptor Ptch, Smo se localiza em
pequenas vesiculas endossomais, onde provavelmente ocorre a sua degradacéo.
Contudo, quando h& ativacdo dessa via, a proteina Smo se move para a membrana
plasmatica para, de fato, deflagrar a via Hh, mediando a ativacdo de fatores de
transcricio (OGDEN et al., 2004). Os fatores de transcricdo ativados por Smo
pertencem a familia de fatores de transcricdo associados ao glioma (Gli). Uma vez
ativada a via Hh, a fosforilagdo de Smo o torna ativo e capaz de interagir com a proteina
SuFu (do inglés: supressor of fused), um regulador negativo que se liga a proteina Gli,
inibindo-a (KOGERMAN et al., 1999; TANG et al., 2007).

A respeito da proteina Gli, o seu gene esta localizado no locus 12q13.3 e
codifica uma proteina de 118kDa com cinco dominios de ligacdo ao DNA (KINZLER
et al., 1988). Existem trés proteinas nesta familia conhecidas como Gli-1, Gli-2 e Gli-3,
as quais se comportam de modo distinto nos mamiferos. Gli-1 é conhecido por
funcionar como um oncogene em tumores, enquanto que Gli-2 e Gli-3 podem atuar
como oncogenes ou supressores tumorais, dependendo do contexto celular (XUAN et
al., 2006). Como fatores de transcri¢do, as moléculas Gli podem regular a expressdo de
genes alvo por associacdo direta com sitios de ligacdo 5°-tgggtggtc-3” localizados na
regido promotora de genes especificos, como BCL2, CCND1 e CCND?2, os quais estdo
envolvidos na sobrevivéncia e regulacdo do ciclo celular (TANG et al., 2007).

Alguns estudos tém demonstrado a existéncia de uma relacdo entre as vias de
sinalizacdo Hh e Wnt. Neste sentido, verificou-se que a ativacdo de Gli estimula a
transcricdo génica de ligantes da via Wnt (COHEN, 2003). Além disso, Mizuarai e
colaboradores (2009) propuseram que GSK-3p atua na fosforilacdo e inativagcdo dos
fatores de transcricdo da familia Gli, uma vez que a inibicdo da via PIK3 em linhagens
celulares de cancer de pulméo reduziu as formas fosforiladas de GSK-3f, seguida por
degradacdo de Gli-1 (MIZUARAI et al., 2009). Além disso, recentemente foi mostrado
que a presenca da via de sinalizacdo Hh ativa estava diretamente relacionada com o
aumento da forma inativa da GSK-3 em pele de camundongos, 0 que pareceu ser

induzido pela presenca de Gli-3. Ainda nesse estudo, os autores observaram que, em
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foliculos pilosos de camundongos KO para o gene Hh que expressavam altos niveis de
GSK-3p inativa, também apresentaram altos niveis de B-catenina, sugerindo uma
comunicagdo cruzada entre as vias de sinalizacdo Wnt e Hh mediada pela GSK-3p
(MILL et al. 2005). Outro estudo propds ainda que Gli-3 pode sofrer um processo de
clivagem proteolitica que gera uma forma repressora da transcricdo génica, e este
processo parece ser mediado pela sua fosforilagdo mediada pela GSK-3p (KISE et al.,
2009).

Em relagéo ao papel dessa via no contexto tumoral, a sua importancia tornou-se
evidente pela primeira vez em pacientes com a sindrome Gorlin-Goltz, a qual é
caracterizada pelo desenvolvimento de multiplos carcinomas basocelulares, cuja causa
primaria, nesses casos, é a presenca de mutacdo do gene Ptchl (THEUNISSEN;
SAUVAGE, 2009). Alem do carcinoma basocelular, alteracdes de componentes dessa
via de sinalizacédo ja foram descritos em varios tipos de neoplasias humanas, tais como
carcinomas de cdlon, pancreas, gastrico, mama, pulmao, prostata, Utero, ovario,
hepatocelular e em linfomas (BERMAN et al, 2003; TAYER et al., 2003; WATKINS et
al., 2003;KARHADKAR et al., 2004; SANCHES et al., 2004; OHTA et al., 2005;
XUAN et al., 2006;BIAN et al., 2007;TANIGUCHI et al., 2007; HEDGE et al.,
2008;BHATTACHARYA et al., 2008; TADA et al., 2008;XUAN; LIN, 2008).

Com relacdo a neoplasias da cavidade oral, Buim e colaboradores (2011)
analisaram a expressdo Shh, Smo, Ptch e Gli-1 em amostras de CE e em amostras de
mucosa oral ndo neoplasica e observaram gque ndo houve expressao dos genes avaliados
em nenhuma das amostras de mucosa oral normal. Por outro lado, todos os casos de
carcinoma expressaram niveis elevados de Ptch-1, Smo e Gli-1, sendo que a expressao
de Smo esteve associada ao estagio clinico e metastase para linfonodo cervical,
sugerindo o papel importante dessa via na tumorigénese desse tipo de neoplasia (BUIM
et al., 2011). De forma similar, Wang e colaboradores (2012), avaliando a expressdo de
Ptch, Shh e Gli-1 em amostras de pacientes com CE de cavidade bucal, observaram um
aumento da expressdo de Ptch nos casos metastaticos e a superexpressao nuclear de Gli-
1 foi correlacionada com tamanho do tumor primario, metastase linfatica e recidiva
(WANG et al., 2012).

Até o presente momento, ndo ha estudos avaliando a expressdo de proteinas
dessa via em modelos animais de carcinogénese bucal, em especial em animais KO par

Gal-3, como também uma associacdo entre a via Hh e Wnt nesse contexto.
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Recentemente, um estudo realizado em nosso laboratério mostrou que a expressao de
GSK-3p inativa estava associada com transformacdo maligna de epitélio lingual de
camundongos WT, mas ndo de camundongos KO para Gal-3 (MENDONCA et al.
2012). Diante desses dados preliminares, é plausivel supor que nos animais WT haja
uma maior ativacdo da via de sinalizagdo Hh, uma vez que nesses animais essa proteina
esta predominantemente na forma inativa (MENDONCA et al. 2012). Além disso,
considerando que em outro trabalho utilizando esse mesmo modelo nenhuma diferenca
na expressdo de [B-catenina ndo membranosa foi encontrada nos dois grupos de
camundongos (SANTANA et al., 2011), nossa hipétese foi de que ndo haveria diferenca
de expressao das proteinas Wnt-1 e Wnt-3A nos dois grupos camundongos, indicando
que a via de sinalizagdo Whnt estd, de fato, ativa em ambos 0s grupos.
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3-OBJETIVOS

Avaliar a expressao de proteinas ativadoras da via de sinalizagdo Wnt, Wnt-1 e
Whnt-3A, bem como de proteinas da via de sinalizacdo Hh, Gli-3 e Shh, num modelo de
carcinogénese bucal induzida em camundongos KO para Gal-3 usando como controle
animais WT.
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4- MATERIAL E METODOS

Todo o protocolo de experimentacdo animal empregado no estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia (CEUA-UFU) com o namero de protocolo 038/09 (ANEXO D).

Para estudo da expressdo das proteinas Wnt-3A, Wnt-1, Shh e Gli-3 foram
usadas amostras de lingua ja emblocadas em parafina oriundas de camundongos wild-
type (WT) e knockout (KO) para Gal-3 desafiados com o carcinégeno 4NQO, cujo
modelo experimental foi desenvolvido durante o doutoramento do Prof. Dr. Paulo
Rogério de Faria, o qual é resumidamente apresentado a seguir.

4.1-Grupos de Estudo

Para desenvolvimento do modelo experimental, dois grupos de estudo foram
empregados, como segue: 1) o Grupo KO, representado por camundongos KO para o
gene da Gal-3, os quais foram gerados conforme descrito por Hsu et al (2000), e 2) o
Grupo WT, compreendendo camundongos WT da linhagem C57BL/6. Cada Grupo foi
subdividido em cinco subgrupos correspondentes aos periodos de observacdo da
carcinogénese, a saber: 16, 20, 24, 28, 32 semanas. Todos 0s animais inicialmente
empregados no estudo tinham de seis a oito semanas de idade e pesavam entre 21-23g.
Além disso, durante todo o experimento, os camundongos foram acondicionados em
gaiolas de polipropileno forradas com serragem e mantidos em temperatura constante de
22°C com ciclo claro/escuro de 12 h. Todos os animais receberam racdo apropriada para
camundongo e agua filtrada diluida com carcindégeno por 16 semanas e somente agua

filtrada ap0s esse periodo até o tempo de permanéncia de sacrificio.

4.1.1-Protocolo de Preparacéo e de Aplicacdo do 4NQO

O protocolo de preparacdo e tratamento com 4NQO seguiu 0S critérios
estabelecidos por Tang et al. (2004), com algumas modificagcdes. O carcindgeno 4NQO
foi sempre diluido apenas em agua filtrada até atingir a concentracdo final de 100
ug/ml. Ambas as solugGes foram preparadas semanalmente, dispensadas em frascos

(mamadeiras) de polivinil e de vidros e oferecidos ad libitum por até 16 semanas.
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4.1.2-Sacrificio dos animais, dissecacdo da lingua e obtencdo dos preparados

histoldgicos

Com excecédo dos animais dos subgrupos WT e KO de 16 semanas, 0s quais
foram sacrificados imediatamente depois de completado o tempo maximo de tratamento
(16 semanas), os demais foram sacrificados consecutivamente a cada quatro semanas
até a semana 32. O sacrificio obedeceu ao protocolo de sedacdo com inalacéo de éter e,
em seguida, apds perda de consciéncia, deslocamento cervical. Imediatamente apds o
sacrificio, retirou-se de cada camundongo o monobloco lingua+es6fago por meio de
incisdo na face ventral do animal, o qual se estendeu do esterno a regido submandibular.
Todas as amostras teciduais foram imediatamente colocadas em frascos contendo
solucdo de formalina a 4% e fixados por, no minimo, 24 h. Apos esse periodo, 0s
fragmentos de lingua foram submetidos ao processamento rotineiro para exame
histopatoldgico, obedecendo ao protocolo sucintamente descrito a seguir: desidratacao,
diafanizacdo, inclusdo em parafina e recorte de seccdes histologicas de 5 um de
espessura, apos o qual foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) para

analise microscopica para estudo da carcinogénese bucal.

4.1.3-Anélise microscopica para deteccao de displasia e carcinoma

Para reconhecimento e classificacdo histoldgica das displasias para estudo da
carcinogénese e também para estudo da expressdo imunoistoquimica das proteinas
investigadas, utilizou-se critérios estabelecidos por Lumerman et al. (1995). Para isso,
as seguintes alteracdes no tecido epitelial para diagndstico das displasias foram
empregadas, como segue: hiperplasia de células basais, perda da estratificacdo normal,
pleomorfismo celular, anisocitose e anisonucleose, hipercromatismo nuclear, perda da
polarizacdo e de adesdo de queratindcitos (acantélise), mitoses acima da camada basal,
queratinizagdo individual de células, cones epiteliais “em gota”, queratinizagdo de
superficie (paraqueratinizado, hiperqueratose, verrucosa e papilar). Contudo, para
reconhecimento de uma area displasica em tecido epitelial, um critério minimo foi
usado, ou seja, presenca de hiperplasia de camada basal, hipercromatismo e aumento do

tamanho nuclear e projecdo epitelial “em gota”.
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Identificada a &rea, cada lesdo displasica foi categorizada como leve, moderada e
grave segundo a localizagdo das alteragdes na espessura do epitélio, como segue:
presenca de alteracbes somente no terco basal para displasia leve, presenca de alteracGes
comprometendo o terco basal e médio para displasia moderada, e presenca de alteracdes
envolvimento o terco basal, médio e superior para displasia grave. Todos o0s carcinomas

in situ foram classificados como carcinomas (TABELA 1).

TABELA 1 - Critério de classificacdo das displasias de acordo com o grau
histol6gico, como descrito por Lumerman et al (1995).

Classificacao Histologica

das Displasias Descrigao

. . AlteragBes minimas confinadas no terco inferior do
Displasia leve epitélio

Displasia moderada Alteragdes comprometendo até % do tecido epitelial

Alteragdes comprometendo >%; sem envolver todo o

Displasia grave epitélio.

Cada CE foi classificado segundo os critérios estabelecidos pela OMS 2005
(Barnes et al., 2005), os quais se fundamentam no grau de diferenciacdo escamosa
frequentemente identificadas como graus variaveis de formacdo de pérolas de queratina
e, por fim, crescimento invasivo (TABELA 2).

TABELA 2 - Classificagdo histologica dos CE baseada em critérios de
diferenciacdo tecidual neoplasica recomendado pela Organizacdo Mundial da
Saude, 2005.
Classificacao Histoldgica

dos Carcinomas Descricéo

Epidermadides

Neoplasia que apresenta caracteristicas semelhantes ao
Bem Diferenciado tecido epitelial normal, minima atividade mitética e
grande queratinizacao.

Neoplasia que apresenta pleomorfismo nuclear e
atividade mitética e, normalmente, pouca
queratinizacdo.

Moderadamente
Diferenciado

Neoplasia com predominio de células imaturas,
Pobremente Diferenciado numerosas mitoses tipica e atipica e reduzida
queratinizacao.
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Em relacdo a evolucdo da carcinogénese lingual nos dois grupos de
camundongos estudados, os resultados foram recentemente publicados (FARIA et al.
2011). Em resumo, em ambos 0s grupos, observou-se um reducdo do numero de
camundongos com displasia da semana 16 para semana 32 e um aumento progressivo
de animais diagnosticados com carcinomas. Embora tenha sido observada uma maior
incidéncia de camundongos WT com carcinoma ao final do periodo experimental
(100% acometimento) quando comparado com camundongos KO (83,3% dos animais),
essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. Na analise do numero de
tumores/camundongo, notou-se que 35,7% dos camundongos WT tiveram mais de trés
tumores na lingua, em detrimento de apenas 18,1% dos camundongos KO. Contudo,
essa diferenca ndo foi estatisticamente significante, sugerindo que a auséncia de Gal-3
parece ndo influenciar no desenvolvimento experimental de tumores em lingua de

camundongos desafiados com o carcindgeno 4NQO.
4.2 — Imunoistoquimica

Para estudo imunoistoquimico, empregou-se a técnica estreptavidina-biotina-
peroxidase. Dados sobre a origem dos anticorpos policlonais e as titulagdes empregadas

para cada um deles podem ser vistos na Tabela 3.

TABELA 3- Anticorpos utilizados e suas respectivas concentracdes.

Especificidade Fabricante NuUmero de Titulo/Diluicdo
catalogo
WNT-1 Santa Cruz" 6280 1:200
WNT-3A Milipore? 09-162 1:200
GLI-3 Santa Cruz* 20688 1:50
SHH Santa Cruz" 9024 1:100

1- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA.
2- Millipore Corporation, Bilerica, MA, EUA.

Para realizacdo da técnica, cortes de 3um de espessura foram feitos e montados
em laminas de vidro previamente tratadas com 3-aminopropiltriexisilano (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Em seguida, os cortes teciduais foram desparafinados em xilol e
reidratados em solugdes decrescentes de etanol. Para retirada do pigmento formdlico,
todas as amostras foram submetidas a um banho de 15 min em solugéo de hidréxido de

amdnio a 10% e etanol a 95% e entdo, lavados em agua corrente por 5 min.
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Para a recuperacdo dos epitopos antigénicos, utilizou-se solucdo de EDTA
(ImM, pH 8.0) acrescido de 0,5 ml de Tween-20, submetendo-os a trés ciclos de 15 min
cada, em forno de microondas & poténcia maxima. Apos resfriamento e lavagem em
agua destilada, realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de
hidrogénio a 10V, mediante trés banhos de 5 min cada, seguidos de lavagem em solucao
tampdo TRIS-HCL (pH7,4). Na etapa seguinte, os cortes foram incubados com 0s
anticorpos priméarios diluidos em solucdo tampdo de TRIS-HCL nas titulacdes
mencionadas na Tabela 3 por 18 h, a 4°C. Apo6s nova lavagem em TRIS-HCL,
procedeu-se a amplificacdo da reacdo com o sistema estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB, Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 30 min, a temperatura ambiente, em solucdo
com o anticorpo secundario biotinilado. Em seguida, os cortes foram novamente
lavados em solucdo TRIS-HCL para nova incubacdo por 30 min, a temperatura
ambiente, em solucdo de estreptavidina conjugada a peroxidase. Finalmente, os cortes
foram lavados em solucdo de TRIS-HCL e a reacdo revelada com o cromogeno 3.3’
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (Dako, Co, Carpinteria, CA, USA) e perdxido de
hidrogénio por 3 min. Todos os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris.
Como controle positivo das reacdes, foram utilizadas amostras de testiculo de rato para
Gli-3, estbmago de camundongo para Shh e carcinoma de mama humano para Wnt-3A
e Wnt-1. A omissdo do anticorpo primario foi usada como controle negativo em cada

ensaio.

4.3- Analise da imunoistoquimica

Para andlise da expressdo das proteinas Wnt-1, Wnt-3A, Shh e Gli-3, empregou-
se método proposto por Sinacrope et al. (1995). Trata-se de um método
semiquantitativo baseado na intensidade e porcentagem de células marcadas, conforme
0 Quadro 1.

QUADRO 1- Parametros para avaliacdo da imunoistoquimica nas displasias e
carcinomas.

Intensidade Escore Porcentagem de Escore
células marcadas
Fraca 1 <5% 0
5- 25% 1
Moderada 2 26-50% 2
51-75% 3
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| Forte 3 | > de 75% 4 |

Todas as analises imunoistoquimicas foram feitas usando um microscépio éptico
(Leica Co, modelo DM 500) num aumento de 400x. Devido ao pequeno tamanho das
lesBes, todos 0s possiveis campos obtidos de cada lesdo foram analisados. Inicialmente,
estabeleceu-se um escore inicial para cada campo analisado multiplicando os valores
obtidos de intensidade e porcentagem de células marcadas, e, em seguida, um escore
médio final para cada lesdo (ANEXO A). Todos os dados foram tabulados em uma
planilha do Excel (Microsoft, 2007).

4.4- Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism versdo 6.00
(GraphPad Software, San Diego, USA). Para definicdo de qual teste estatistico a ser
empregado em cada andlise, utilizou-se 0 teste de normalidade D’Agostino-Pearson.
Assim, para a analise intragrupo e intergrupo, ou seja, comparando a expressdo de cada
uma das proteinas investigadas entre as displasias leve, moderada, grave e carcinomas
de cada grupo ou entre os grupos WT e KO, utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis. Em seguida, na presenca de uma diferenca estatisticamente significante,
aplicou-se o pds-teste de Dunn de multiplas comparacbes para identificacdo das
diferencas. Para investigar o papel dessas proteinas na transformacdo maligna do
epitélio lingual, a expressdo de cada proteina foi analisada entre as displasias (como um
grupo) e carcinomas de cada grupo em separado, aplicando-se o teste U Mann-Whitney.

Em todas as andlises, foi considerado estatisticamente significante quando p<0,05.
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5-RESULTADOS

No total foram analisados 37 camundongos no grupo WT e 38 do grupo KO.
Para cada caso, procurou-se avaliar a expressdao das proteinas em todas as lesfes
displasicas e carcinomas presentes nos fragmentos teciduais analisados para cada
animal. Contudo, pelo fato de que as lesdes eram relativamente pequenas, algumas delas
se perderam durante o recorte e aprofundamento dos blocos, o que fez com que o
nimero de lesdes avaliadas ndo fosse exatamente o0 mesmo para cada anticorpo

empregado no estudo, como pode ser visto na Tabela 4.

TABELA 4- Numero de lesbes analisadas para cada anticorpo tanto no grupo WT
quanto no KO.

Anticorpos
Tipo de Leso WNT1  WNT3A  SHH GLI3
n n n n
WT/KO WT/KO WT/KO WT/KO
Displasia leve 40/46 36/47 40/46 41/49
Displasia moderada 58/90 67/95 74/90 79/99
Displasia grave 26/38 32/42 28/35 37/43
Carcinoma 16/24 15/24 17/27 17/23

n: nimero de lesdes

5.1 - Expressao das proteinas Wnt-1 e Wnt-3A

A expressdo da proteina Wnt-1 foi negativa tanto nas displasias quanto nos
carcinomas oriundos dos grupos WT e KO. Por outro lado, a imunoreatividade para a
proteina Wnt-3A foi observada em 80% e 69,5% das displasias, e em 73,3% e 66,7%
dos carcinomas nos grupos WT e KO, respectivamente. No geral, a imunomarcacdo da
proteina Wnt-3A variou de fraca a forte, sendo observada no nudcleo, citoplasma e

membrana plasmatica das células displasicas e neoplasicas (FIGURA 1)
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moderada, na qual se observa moderada marcacdo nuclear e citoplasmatica; B: Animal
WT, carcinoma, com moderada marcacdo nuclear e citoplasmatica; C: Animal KO,
displasia leve, na qual se observa fraca marcacdo citoplasmatica predominante nas
células ndo alteradas; D: Animal KO, carcinoma, no qual se observa moderada
marcacado nuclear e citoplasmatica (aumento original de 400X).

Os dados numéricos das médias, medianas, maximo e minimo de cada
lesdo/grupo para essa proteina nos dois grupos podem ser vistos no ANEXO B. No
geral, a média de positividade para Wnt3-A nas displasias e carcinomas do Grupo WT
foi sempre maior quando comparado com o grupo KO (WT: 5,07 e 5,02; KO: 3,25 e
4,07, respectivamente). Comparando a expressdo de Wnt-3A na evolucao das displasias
para o0s carcinomas, ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significante
nos dois grupos (FIGURA 2)
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FIGURA 2- A: Expressdo de Wnt-3A no grupo WT (teste U de Mann- Whitney, p=
0,9788); B: Expressdo de Wnt-3A no grupo KO (teste de Mann- Whitney, p= 0,3646);
D: Displasia; CA: Carcinoma; (+): média.

Na analise intragrupo, ou seja, comparando simultaneamente a expressdo dessa
proteina entre as displasias leve, moderada, grave, carcinomas, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi observada nos dois grupos estudados (FIGURA 3). Na
andlise intergrupo, ou seja, comparando simultaneamente a expressao dessa proteina nas
lesbes displasicas e carcinomas entre os grupos WT e KO, uma diferenca
estatisticamente significante foi encontrada (p=0,043). Contudo, 0 poOs-teste de Dunn
para multiplas comparacfes ndo identificou nenhuma diferenca nos cruzamentos
realizados, sugerindo que, na verdade, essa diferenca provavelmente ndo exista. Esses

achados podem ser vistos na Figura 4 e no ANEXO C.
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FIGURA 3- A: Expressdao de Wnt-3A no grupo WT (teste de Kruskal-Wallis,
p=0,3719); B: Expressao de Wnt-3A no grupo KO (teste de Kruskal-Wallis, p=0,6772);
DL.: Displasia Leve; DM: Displasia Moderada; DG: Displasia Grave; CA: Carcinoma.
(+): média.
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FIGURA 4-Analise comparativa da expressdo de Wnt-3A entre os grupos WT e KO
(Teste de Kruskal-Wallis, p=0,04); DL: Displasia Leve; DM: Displasia Moderada; DG:
Displasia Grave; CA: Carcinoma; (+): média.
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5.2- Expressdo das proteinas Shh e Gli-3

A imunoreatividade para a proteina Shh foi observada em 96,4% e 54,3% das
displasias, e em 100% e 40,7% dos carcinomas do grupo WT e KO, respectivamente.
Similar a proteina Wnt3-A, a intensidade de expressdo foi varidvel, indo de fraca a
forte. Além disso, p6de-se notar que a marcacao foi predominantemente citoplasmatica
na grande maioria das lesdes, com algumas delas apresentando marcacgdo nuclear e,
raramente, de membrana plasmaética (FIGURA 5)

FIGURA 5- Expressdo imunoistoquimica de Shh. A: Animal WT, displasia leve, na
qual se observa marcagdo citoplasmatica moderada; B: Animal WT, carcinoma, com
moderada marcacdo citoplasmaética; C: Animal KO, displasia leve, na qual se observa
fraca marcagdo citoplasmatica; D: Animal KO, carcinoma, mostrando auséncia de
marcacdo (aumento original de 400X).
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Os dados numéricos das médias, medianas, maximo e minimo de cada
lesdo/grupo para essa proteina nos dois grupos podem ser vistos no ANEXO B. A média
de positividade para Shh nas displasias e carcinomas do grupo WT foi sempre maior
quando comparado com o grupo KO (WT: 3,41 e 4,55; KO: 1,17 e 1,25,
respectivamente), mesmo entre os diferentes graus de displasia. Interessante que,
comparando a expressdo de Shh na evolucdo das displasias para carcinomas em cada
grupo, encontrou-se um aumento significativo na expressao dessa proteina no grupo
WT (p=0,0037), mas ndo no grupo KO (p=0,7419), indicando que essa proteina esta
relacionada com a transformacdo maligna de epitélio lingua em camundongos WT
(FIGURA 6).
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FIGURA 6-A: Expressdo de Shh no grupo WT (teste U de Mann- Whitney, p= 0,0037);
B: Expressdo de Shh no grupo KO (teste de Mann- Whitney, p= 0,7419); D: Displasia;
CA: Carcinoma; (+): média.

Na anélise intragrupo, ou seja, comparando simultaneamente a expressdo de Shh
entre displasias leve, moderada, grave e carcinomas, observou-se um aumento
significativo na expressdo de Shh no grupo WT, fato ndo observado no grupo KO.
Aplicando o pdés-teste de Dunn para multiplas comparagdes, demonstrou-se gque essa
significancia ocorreu entre displasia leve e carcinoma, e entre displasia moderada e

carcinoma. Esses resultados podem ser vistos na Figura 7 e no ANEXO C.
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FIGURA 7- A: Expressdo de Shh no grupo WT (teste de Kruskal-Wallis, p= 0,001); B:
Expressdo de Shh no grupo KO (teste de Kruskal-Wallis, p= 0,33); DL: Displasia Leve;
DM: Displasia Moderada; DG: Displasia Grave; CA: Carcinoma; (+): media.

Na anélise intergrupo, ou seja, comparando simultaneamente a expressdo dessa
proteina nas lesbes displasicas e carcinomas, encontrou-se uma diferenca altamente
significante entre os grupos WT e KO (p<0,0001), com o pés-teste de Dunn para
multiplas comparagdes revelando que essa diferenca ocorreu em todos 0s cruzamentos
envolvendo os grupos WT e KO (FIGURA 8).
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FIGURA 8- Anélise comparativa da expressao de Shh entre os grupos WT e KO (teste
de Kruskal-Wallis, p<0,0001). DL: Displasia Leve; DM: Displasia Moderada; DG:
Displasia Grave; CA: Carcinoma; (+): média.

A imunoreatividade para a proteina Gl-i3 foi observada em 93,6% e em 84,3%
das displasias, e em 64,7% e 73,9% dos carcinomas do grupo WT e KO,

respectivamente. Similar as outras proteinas, a intensidade de expressdo foi variavel,
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indo de fraca a forte. Além disso, como notado para a proteina Shh, pdde-se notar que a

marcacdo foi predominantemente citoplasmatica, com algumas delas apresentando

marcacao nuclear e, raramente, de membrana plasmética (FIGURA 9).

FIGURA 9- Expressao imunoistoquimica de Gli-3. A: Animal WT, displasia grave, na
qual se observa intensa marcacdo citoplasmatica e nuclear; B: Animal WT, carcinoma,
com moderada marcacdo citoplasmatica; C: Animal KO, displasia moderada, na qual se
observa marcacdo da membrana plasmatica das células mais superficiais do epitélio; D:
Animal KO, carcinoma, na qual se observa fraca marcagéo citoplasmatica (aumento de
400X).

Os dados numéricos das médias, medianas, maximo e minimo de cada
lesdo/grupo para essa proteina nos dois grupos podem ser vistos no ANEXO B. Em
geral, a média de positividade para Gli-3 tendeu a apresentar uma redugdo gradual e
continua da displasia leve para carcinoma no grupo WT, enquanto que no grupo KO um
discreto aumento foi observado (WT: 4,18 e 3,54; KO: 3,66 e 3,7, respectivamente).
Comparando a expressao de Gli-3 na evolucdo da displasia para carcinoma no Grupo
WT, observou-se uma diferenca marginalmente significante (p=0,05), enquanto que no
Grupo KO nenhuma diferenga foi encontrada (p=0,97). Na andlise intragrupo e



intergrupo, nenhuma diferenga estatisticamente
grupos (FIGURA 10 e FIGURA 11).
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FIGURA 10- A: Expressdo de Gli-3 no grupo WT (teste de Kruskal-Wallis, p= 0,27);
B: Expressdo de Gli-3 no grupo KO (teste de Kruskal-Wallis, p= 0,49); DL: Displasia

Leve; DM: Displasia Moderada; DG: Displasia Grave; CA: Carcinoma; (+): média.
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FIGURA 11-Analise comparativa da expressdo de Gli-3 entre os grupos WT e KO
(teste de Kruskal-Wallis); DL: Displasia Leve; DM: Displasia Moderada; DG: Displasia

Grave; CA: Carcinoma; (+): média.
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6- DISCUSSAO

Os resultados desse estudo mostraram que a expressdo da proteina Shh foi
significantemente maior nas displasias e carcinomas do grupo WT quando comparado
com o grupo KO. Outro dado interessante foi que no processo de transformacao
maligna, ou seja, na evolucgdo da displasia para carcinoma, a expressao da proteina Shh
aumentou significativamente apenas no grupo WT. Além disso, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi observada em relagdo a expresséo da proteina Wnt-3A
entre os grupos WT e KO, bem como na evolucdo da displasia para carcinoma,
sugerindo que, em ambos 0s grupos, a via de sinalizacdo Wnt esta ativa. Essa concluséo
confirma um dado encontrado em um trabalho desenvolvido em nosso laboratério e
recentemente publicado, o qual revelou que a expressdo da proteina p-catenina nao
membranosa, considerada uma importante marcadora de ativagdo dessa via de
sinalizagdo, foi detectada nas displasias e carcinomas de ambos 0s grupos, embora a
média de expressdo no grupo WT tivesse sido maior (SANT’ANA et al., 2011).

A relacdo da Gal-3 com a via de sinalizacdo intracelular Wnt/p-catenina,
conhecida como via candnica, foi descrita pela primeira vez por Shimura e
colaboradores (2004). Nesse estudo, os autores mostraram um papel regulador chave
para Gal-3 nessa via de sinalizagdo, seja proporcionando a translocacdo de p-catenina
do citoplasma para o nucleo, seja por meio da regulacdo da fosforilacdo de GSK-3p,
uma proteina que controla os niveis citoplasmaticos de B-catenina e que também pode
inibir a atividade dos fatores de transcricdo da familia Gli, importantes reguladores da
via de sinalizacdo Hedgehog (SHIMURA et al., 2004; SHIMURA et al., 2005;
MIZUARAI et al., 2009). Esse papel da Gal-3, em parte, contribuiu para elucidar um
dos possiveis mecanismos pelos quais essa lectina poderia estar envolvida no processo
de transformacdo maligna em diferentes tumores, inclusive o CE de cavidade bucal.

Sobre isso, o real papel da Gal-3 no desenvolvimento de CE de cavidade bucal
ainda necessita ser confirmado. Na tentativa de elucidar isso, o primeiro trabalho
publicado na literatura sobre o envolvimento da Gal-3 no complexo mecanismo de
transformacdo maligna de epitélio lingual utilizando um modelo experimental de
carcinogénese bucal, revelou um incremento constante e sempre maior, embora ndo
significante, no numero de camundongos WT acometido por carcinoma, quando
comparado com camundongos KO, com 100% e 83,3% dos camundongos WT e KO

diagnosticados com carcinomas ao final de 32 semanas, respectivamente (FARIA et al.,
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2011). Resultado parecido foi encontrado por Le Parco et al. (2009), os quais mostraram
que a auséncia da Gal-3 ndo interferiu no desenvolvimento de tumores de célon e
mama, bem como na incidéncia de metéstases, sugerindo a existéncia de mecanismos
adaptativos compensadores mediados por outros membros da familia das galectinas
durante o desenvolvimento tumoral em resposta a auséncia de Gal-3 (LE PARCO et al.,
2009). Isso pode ser corroborado pelo fato de que animais KO ndo apresentam
anormalidades no seu desenvolvimento, reforcando a ideia de que a Gal-3 pode
desempenhar um papel redundante no meio intracelular. Em contraste, no estudo de
Abdel-Aziz et al. (2008), um diferenca significante na incidéncia de tumores
pulmonares em camundongos WT, em comparagdo com camundongos KO, ao final de
32 semanas foi observada, sugerindo um forte papel para Gal-3 no desenvolvimento
desses tumores, 0 que pareceu estar relacionado com maior ativacdo da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina (ABDEL-AZIZ et al., 2008).

Diante desses achados e para melhor compreender o envolvimento dessa lectina
no processo de transformagdo maligna de tecido epitelial lingual induzido por um
potente carcin0geno, e se isso poderia estar associado a ativacao da via Wnt/B-catenina,
um recente trabalho publicado pelo nosso grupo identificou a via Wnt ativa em ambos
os grupos de camundongos (SANT’ ANA et al., 2011). Nesse estudo, foi mostrado uma
predominancia de expressdo de B-catenina ndo membranosa, um marcador de via de
sinalizagdo Whnt/B-catenina ativa, tanto nas displasias quanto nos carcinomas em ambos
grupos WT e KO (SANT’ ANA et al,, 2011). A conclusdo desse estudo foi diferente
daquilo que se postulava até entdo para Gal-3 na literatura, ou seja, que a presenca dessa
lectina seria necessaria para a ativacdo da via de sinalizacdo Wnt (SHIMURA et al.,
2004; ABDEL-AZIZ et al., 2008). Essa hipotese foi posteriormente confirmada por
Song et al. (2009), os quais encontraram, em células de cancer de colon expressando
niveis elevados de Gal-3, um grande acumulo de B-catenina no nucleo bem como
aumento da atividade dos fatores de transcricdo LEF/TCF4 (SONG et al., 2009).

Assim, para confirmar os nossos resultados preliminares, € que procuramos
nesse estudo analisar a expressdo de glicoproteinas Wnt-1 e Wnt-3A, ambas ativadoras
da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina, o que até o presente momento ndo tem sido
descrito na literatura, em especial em um modelo de carcinogénese bucal experimental
em camundongos KO. Tanto a Wnt-1 quanto a Wnt-3A ligam a receptores de superficie

celular da familia Frizzled (FZ), inativando o complexo de destruicdo APC-AXina-



53

GSK-3, cuja consequéncia é o acimulo de B-catenina no citoplasma e sua translocacdo
para o nucleo para ativar a transcricdo de genes envolvidos no controle da proliferacéo e
diferenciagdo celulares, tais como MYC e CCND1 (MAcDONALD et al.,, 2009;
DAKENG et al., 2012). Assim, os resultados mostrados aqui revelaram uma completa
auséncia de expressao da proteina Wnt-1 nas les6es analisadas (displasias e carcinomas)
nos dois grupos estudados. A proteina Wnt-1 tem sido implicada com o
desenvolvimento e diferenciacdo de carcinomas de cabeca e pesco¢co em humanos,
como descrito por Lo Muzio et al. (2002). Nesse estudo, os autores encontraram uma
maior expressao de Wnt-1 e de pB-catenina citoplasmatica em amostras de carcinoma de
células basais nas areas de infiltracdo e desdiferenciacdo quando comparadas com
amostras de pele normal (LO MUZIO et al., 2002). Além disso, Rhee et al., (2002)
encontraram niveis elevados de mRNA e da proteina Wnt-1 em cultura de células de CE
de cabeca e pescoco do que em células do epitélio oral normal. Ndo obstante a isso,
esses autores ainda relataram que, na presenca do anticorpo anti-Wnt-1, uma reducdo da
atividade do fator de transcricdo TCF/LEF e menor expressdo de ciclina D1 e B-
catenina foi observado, indicando a importancia dessa proteina na ativacdo da via de
sinalizagdo Wnt neste tipo de neoplasia (RHEE et al., 2002). Em um modelo
experimental muito semelhante, Fracalossi et al. (2011) relataram, na maioria dos
carcinomas e displasias desenvolvidos durante a carcinogénese bucal induzida por
4ANQO em ratos, a expressdao de Wnt-1, indicando que esta proteina poderia ser
importante durante a transformacdo maligna da mucosa oral (FRACALQOSSI et al.,
2011). Em contraste, uma auséncia de sinal para proteina Wnt-1 em leucoplasias tem
sido recentemente descrito na literatura, indicando que esse membro da familia Wnt é
improvavel de estar envolvido na transformacdo maligna dessas lesdes (ISHIDA et al.,
2007). Assim, é provavel que a Wnt-1 ndo esteja de fato envolvida na transformacao
maligna de epitélio lingual de camundongos.

Contudo, é pertinente discorrer um pouco sobre a técnica emprega no estudo. E
de amplo conhecimento que a imunoistoquimica apresenta limitacdes, especialmente no
que diz respeito a recuperacdo antigénica, a qual estd na dependéncia de uma correta
fixacdo e processamento adequado das amostras. Somado a isso, é possivel que o
anticorpo emprego tenha uma baixa ou uma auséncia de imunoreatividade em tecidos de
camundongos. Aqui, 0 anticorpo empregado contra a proteina Wnt-1 apresenta

reatividade contra tecido de camundongos e o protocolo empregado para realizagdo da
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técnica foi o0 mesmo que estabelecido pelo fabricante. Assim, para confirmar nossos
resultados e conclusdes, a utilizagdo de técnicas mais sensiveis e especificas para a
deteccdo dos niveis dessa glicoproteina ou de seu mRNA se faz necessério.

Em relagdo a proteina Wnt-3A, a sua expressdo foi observada em ambos os
grupos de camundongos. Embora a média de positividade para Wnt-3A tivesse sido
maior no grupo WT do que no grupo KO, ndo foi possivel identificar o envolvimento
dessa glicoproteina no processo de transformacdo maligna do epitélio lingual em ambos
0s grupos. Da mesma forma, na analise intragrupo e intergrupo também nenhum
diferenca foi alcangada. O papel da Wnt-3A em tumores ainda necessita ser esclarecido.
Enquanto alguns estudos tém demonstrado uma associagéo entre Wnt-3A e crescimento
celular em células de cancer de préstata e em amostras de leucoplasia de cavidade bucal
com displasia, outros tém mostrado uma reduzida proliferacdo celular em celulas de
melanoma humano, indicando que o papel das proteinas Wnts esta na dependéncia do
tipo celular (VERRAS et al., 2004; ISHIDA et al. 2007; CHIEN et al., 2009). Isso pbde
ser confirmado a partir de um trabalho de monografia realizado em nosso laboratorio,
em que o indice de positividade para ciclina D1 ndo estava relacionado com o
desenvolvimento de carcinomas na lingua de camundongos WT e KO (LOPES, 2011).
Contudo, esse estudo ndo permite descartar um papel para essa via no complexo
mecanismo que leva a transformacdo maligna de células do epitélio lingual de
camundongos. Enfim, esses resultados permitem concluir que a via de sinalizacdo
Whnt/B-catenina esta ativa em ambos 0s grupos, 0 que pode, em parte, explicar a
auséncia de significancia na incidéncia de tumores entre eles (FARIA et al., 2011;
SANT’ANA et al., 2011).

Outra via de sinalizacao investigada no presente estudo foi a via Hedgehog (Hh).
Essa via de sinalizacdo € principalmente mediada pela proteina Shh, uma molécula que
atua ativando um complexo protéico de membrana plasmatica formado pelos receptores
Patched (Ptch) e Smoothened (Smo) (TANG et al.,, 2007). Quando Shh se liga a
proteina Ptch, a atividade de Smo é liberada, permitindo a ativacdo de fatores de
transcricdo da familia Gli (Gli-1, Gli-2 e Gli-3), 0s quais promovem um aumento da
transcricdo de genes via Hh, tais como CCND1, CCND2, MYC e BCL2 (KATOH,;
KATOH, 2009; XUAN et al., 2006). Por outro lado, num estado repressivo, as proteinas
Gli-1 e Gli-2 sdo fosforiladas pela Gsk-3p e levadas a degradacdo pelo sistema

ubiquitina-proteosomo (SCHNEIDER et al., 2010). Diferente disso, quando a GSK-3p



55

fosforila Gli-3, ocorre uma ativacdo de sua funcdo repressora da transcricdo génica, o
que € inibido quando a via Hh est4 ativa (MILL et al., 2005; ZHOU et al., 2006; KISE
et al., 2009). Somado a isso, GSK-3p também apresenta um papel fundamental na via
de sinalizacdo Wnt/B-catenina, regulando o pool de 3-catenina no citoplasma através de
sua fosforilagdo e degradagdo via sistema ubiquitina-proteosomo (DAKENG et al.,
2012). Sabe-se ainda que a Gsk-3B pode ser fosforiladas em residuos de serina ou
treonina, 0s quais determinam sua habilidade em atuar sobre alvos proteinas
intracelulares, sendo essa funcdo atenuada atraves da fosforilacdo de seu residuo de
serina 9, tornando-a inativa (Gsk-3p Ser9), a qual tem sido implicada com o
desenvolvimento de doengas, incluindo o cancer (MISHRA et al., 2010).

Um dos propositos de se investigar a via de sinalizacdo Hh nesse estudo partiu
de um trabalho recentemente publicado por pesquisadores do nosso laboratorio usando
esse modelo experimental de carcinogénese bucal, no qual foi observado que a
expressdo de GSK-3p Ser9 (inativa) estava significantemente associada com
transformacdo maligna do epitélio lingual no grupo WT, mas ndo no grupo KO
(MENDONCA et al., 2012). Néo obstante a isso, foi recentemente demostrado que a
presenca de sinalizacdo Hh ativa influencia grandemente os niveis da forma inativa da
Gsk-3p em pele embrionaria de camundongos (MILL et al., 2005). Assim, levando em
consideracdo o papel da GSK-3B na via de sinalizacdo Hh e os resultados sobre o
envolvimento da sua forma inativa na evolugdo das displasias para carcinomas em
camundongos WT, postulou-se que nesses animais a via Hh poderia estar ativada de
forma mais intensa do que nos camundongos KO. De fato, os resultados obtidos no
presente estudo permitem concluir tal hipotese, visto que a média de positividade de
Shh foi sempre maior no grupo WT do que no grupo KO e que isso estava
significantemente associado com transformacdo maligna desse epitélio. Interessante, na
andlise intergrupo, a expressao dessa proteina foi também significativamente maior no
grupo WT do que em relacdo ao grupo KO em todos 0s cruzamentos realizados.

Trabalhos previamente publicados tém mostrado que a proteina Shh esta de fato
envolvida na progressdo de lesbes pré-malignas a malignas. Xuan et al. (2006),
avaliando comparativamente a imunomarcacdo desta proteina em carcinoma de células
escamosas de cérvix uterina, em lesbes precursoras de diferentes graus e no epitélio
cervical normal, observaram um aumento significativo na expressao de Shh do epitélio

normal para as lesdes pré-malignas e destas para os carcinomas (XUAN et al., 2006).
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De forma similar, Wang et al. (2006) encontraram um aumento significativo de Shh na
transicdo de metaplasia para displasia, como também nos estagios iniciais a avangados
de carcinoma gastrico (WANG et al.,, 2006). Esses dados corroboram 0s nossos
achados, imputando & via de sinalizagcdo Hh envolvimento com transformagdo maligna
em camundongos WT.

Em relacdo a proteina Gli-3, pouco ainda é conhecido sobre seu papel em
cancer. Em CE de cavidade bucal, existem poucos dados na literatura relacionando
proteinas Gli com essa doenca e a maioria dos trabalhos foca na expressédo de Gli-1 e
Gli-2 (BUIM et al., 2011; YAN et al., 2011; WANG et al., 2011). Entretanto, ndo ha
estudos avaliando a expressdo de Gli-3 em modelos experimentais de camundongos
para melhor elucidar o papel dessa proteina no desenvolvimento CE e como a sua
expressdo pode ser influenciada pela Gal-3. Nesse estudo, observou-se uma reducéo na
expressdo de Gli-3 na evolucgédo de displasia leve a carcinoma no grupo WT, engquanto
que no grupo KO ocorreu o contrario, ou seja, um discreto aumento. Além disso,
comparando a expressdo de Gli-3 entre displasia e carcinoma de cada grupo, nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi encontrada, como também na anélise
intergrupo. Como mencionado anteriormente, Gli-3 € uma proteina de 190 kDa que,
apos processamento proteolitico mediado pela GSK-3[3, passa a apresentar uma funcao
repressora de transcricdo génica, em especial de genes que regulam a proliferacao
celular (TEMPE et al., 2006). Este processo de clivagem e formacdo da forma
repressora de Gli-3 ocorre apos a sua fosforilacdo por GSK-3f3, 0 que em parte € pode
ser bloqueado quando da presenca de uma via Hh ativa (TEMPLE et al., 2006; KISE et
al., 2009). Uma vez que no grupo WT os niveis de GSK-3[3 inativa eram maiores, bem
como os de Shh, esperdvamos observar uma maior expressdo de Gli-3 neste grupo, fato
que ndo foi observado. A principio, com base em nossos resultados, acreditamos que a
sua expressdo ndo € influenciada pela auséncia de Gal-3 e que ndo apresente uma
funcdo regulatdria importante durante o processo de transformacdo maligna do epitélio

oral.
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7- CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo demonstrou que a auséncia da Gal-3 ndo interfere na
ativagdo da via de sinalizagdo Wnt/p-catenina, uma vez que ndo observamos a
expressaio de Wnt-1 em nenhuma das lesbes analisadas e nenhuma diferenca
estatisticamente significante na expressao de Wnt-3A entre os camundongos WT e KO,
corroborando achados anteriores descritos na literatura. Além disso, a expressdo de
Wnt-3A ndo diferiu entre as displasias e carcinomas nos dois grupos de animais,
sugerindo que a ativacdo da via de sinalizagdo Wnt/[B-catenina, embora presente, ndo
parece influenciar na transformacdo maligna do epitélio lingual. Por outro lado, os
resultados indicaram uma forte ativagdo da via de sinalizagdo Hh no grupo WT quando
comparado com o grupo KO, em especial nos estagios finais da carcinogénese bucal
quando h& formacdo de carcinomas, 0 que pode estar associado com o acumulo de
grande quantidade da forma inativa da GSK-33. Os nossos resultados revelaram ainda
um aumento significativo da expressdo de Shh das displasias para 0s carcinomas,
sugerindo que a via de sinalizacdo Hh esta intensamente ativa durante a malignizagéo
das lesbes de lingua. Por tudo isso, acreditamos que estudos mais detalhados sobre o
papel da via de sinalizacdo Hh durante a carcinogénese bucal, bem como dos
mecanismos pelos quais a Gal-3 modula esta via, podem ser promissores para a
identificacdo de possiveis marcadores prognésticos que auxiliem na identificacdo de
lesbes com potencial de transformacdo maligna, possibilitando o desenvolvimento de

terapias mais eficazes.
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ANEXO A- Tabela com o escore médio de cada lesdo analisada
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ANEXO B- Tabelas da estatistica descritiva para cada anticorpo

TABELA 1 — Dados numéricos de média, mediana, maximo e minimo em relacdo a
expressdo da proteina Wnt-3A nos grupos WT e KO.

WT KO
Média Mediana Maximo/Minimo Média Mediana Maximo/Minimo
DL 6,279 6,625 12,0/0,0 3,377 1,500 12,0/0,0
DM 4,399 3,000 12,0/0,0 2,822 2,000 12,0/0,0
DG 5,119 4,000 12,0/0,0 4,117 2,000 12,0/0,0
CA 5,020 4,000 12,0/0,0 4,077 3,250 12,0/0,0

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.

TABELA 2 — Dados numéricos de média, mediana, maximo e minimo em relacdo a
expressdo da proteina Shh nos grupos WT e KO.

WT KO
Média Mediana Maximo/Minimo Média Mediana Maximo/Minimo
DL 3,065 3,500 7,5/0 0,8470 0,0 4,0/0,0
DM 3,450 3,600 8,0/0,0 1,267 1,000 5,6/0,0
DG 3,811 4,000 8,0/1,0 1,381 1,000 4,0/0,0
CA 4,559 4,000 8,0/2,5 1,253 0,0 5,3/0,0

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.

TABELA 3 — Dados numéricos de media, mediana, maximo e minimo em relacdo a
expressdo da proteina Gli-3 nos grupos WT e KO.

WT KO
Média Mediana Maximo/Minimo Meédia Mediana Maximo/Minimo
DL 4,546 4,000 10,0/0,0 3,473 3,000 12,0/0,0
DM 4,242 4,000 12,0/0,0 3,445 4,000 12,0/0,0
DG 3,778 4,000 12,0/0,0 4,089 4,000 12,0/0,0
CA 3,545 4,000 8,0/0,0 3,789 3,800 12,0/0,0

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.
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ANEXO C- Tabelas mostrando a estatistica descritiva do pos-teste de Dunn

Quadro 1- Resultado do pds-teste de Dunn de multiplas comparagdes para a expressdo
da proteina Wnt-3A no grupo WT.

Dunn's multiple comparisons | Mean rank Significant? | Summary
test difference

DL vs. DM 15,15 No ns

DL vs. DG 5,988 No ns

DL vs. CA 9,272 No ns

DM vs. DG -9,163 No ns

DM vs. CA -5,879 No ns

DG vs. CA 3,284 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave;

Quadro 2 - Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparagdes para a expressao

da proteina Wnt-3A no grupo KO.

CA- Carcinoma.

Dunn's multiple comparisons | Mean rank Significant? | Summary
test difference

DL vs. DM 2,425 No ns

DL vs. DG -6,687 No ns

DL vs. CA -12 No ns

DM vs. DG -9,112 No ns

DM vs. CA -14,43 No ns

DG vs. CA -5,315 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.

Quadro 3 - Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparagdes para a expressao

da proteina Wnt-3A.

Dunn’s multiple Mean rank Significant? | Summary

comparisons test difference
WT-DL vs. KO-DL 57,47 No ns
WT-DL vs. WT-DM 34,34 No ns
WT-DL vs. KO-DM 61,66 No ns
WT-DL vs. WT-DG 11,27 No ns
WT-DL vs. KO-DG 44,59 No ns
WT-DL vs. WT-CA 21,34 No ns
WT-DL vs. KO-CA 38,8 No ns
KO-DL vs. WT-DM -23,14 No ns
KO-DL vs. KO-DM 4,19 No ns
KO-DL vs. WT-DG -46,2 No ns
KO-DL vs. KO-DG -12,88 No ns
KO-DL vs. WT-CA -36,14 No ns
KO-DL vs. KO-CA -18,68 No ns
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WT-DM vs. KO-DM 27,33 No ns
WT-DM vs. WT-DG -23,07 No ns
WT-DM vs. KO-DG 10,26 No ns
WT-DM vs. WT-CA -13 No ns
WT-DM vs. KO-CA 4,461 No ns
KO-DM vs. WT-DG -50,39 No ns
KO-DM vs. KO-DG -17,07 No ns
KO-DM vs. WT-CA -40,33 No ns
KO-DM vs. KO-CA -22,87 No ns
WT-DG vs. KO-DG 33,32 No ns
WT-DG vs. WT-CA 10,06 No ns
WT-DG vs. KO-CA 27,53 No ns
KO-DG vs. WT-CA -23,26 No ns
KO-DG vs. KO-CA -5,795 No ns
WT-CA vs. KO-CA 17,46 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave;

CA- Carcinoma.

Quadro 4- Resultado do pos-teste de Dunn de maultiplas comparacdes sobre expressdo

da proteina Shh no Grupo WT.

Dunn’s multiple Mean rank Significant? | Summary
comparisons test difference

DL vs. DM -9,622 No ns

DL vs. DG -28,31 No ns

DL vs. CA -43,13 Yes **

DM vs. DG -18,68 No ns

DM vs. CA -33,51 Yes *

DG vs. CA -14,83 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave;

CA- Carcinoma.

Quadro 5- Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparacdes sobre a expressdo

da proteina Shh no grupo KO.

Dunn’'s multiple Mean rank Significant? | Summary
comparisons test difference

DL vs. DM -16,68 No ns

DL vs. DG -17,49 No ns

DL vs. CA -8,626 No ns

DM vs. DG -0,8151 No ns

DM vs. CA 8,05 No ns

DG vs. CA 8,865 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.
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Quadro 6- Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparacfes sobre a expressao
da proteina Shh entre os grupos WT e KO.

Dunn's multiple comparisons | Mean rank Significant? | Summary
test difference
WT-DL vs. KO-DL 125,6 Yes folakela
WT-DL vs. WT-DM -12,53 No ns
WT-DL vs. KO-DM 101,6 Yes folalela
WT-DL vs. WT-DG -44,83 No ns
WT-DL vs. KO-DG 94,43 Yes *x
WT-DL vs. WT-CA -67,84 No ns
WT-DL vs. KO-CA 102,9 Yes *x
KO-DL vs. WT-DM -138,1 Yes folalela
KO-DL vs. KO-DM -24,05 No ns
KO-DL vs. WT-DG -170,5 Yes falalale
KO-DL vs. KO-DG -31,19 No ns
KO-DL vs. WT-CA -193,5 Yes folalela
KO-DL vs. KO-CA -22,74 No ns
WT-DM vs. KO-DM 1141 Yes folaiele
WT-DM vs. WT-DG -32,31 No ns
WT-DM vs. KO-DG 107 Yes folalela
WT-DM vs. WT-CA -55,31 No ns
WT-DM vs. KO-CA 115,4 Yes folalela
KO-DM vs. WT-DG -146,4 Yes folalela
KO-DM vs. KO-DG -7,14 No ns
KO-DM vs. WT-CA -169,4 Yes folakela
KO-DM vs. KO-CA 1,306 No ns
WT-DG vs. KO-DG 139,3 Yes folakela
WT-DG vs. WT-CA -23 No ns
WT-DG vs. KO-CA 147,7 Yes folakela
KO-DG vs. WT-CA -162,3 Yes folakela
KO-DG vs. KO-CA 8,446 No ns
WT-CA vs. KO-CA 170,7 Yes folakel

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.

Quadro 6- Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparacdes sobre a expressao
da proteina Gli-3 no grupo WT.

Dunn's multiple comparisons | Mean rank Significant? | Summary
test difference

DL vs. DM 10,12 No ns

DL vs. DG 19,36 No ns

DL vs. CA 20,81 No ns

DM vs. DG 9,243 No ns

DM vs. CA 10,7 No ns




81

| DG vs. CA | 1,454 | No ns
DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.

Quadro 7- Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparacGes sobre a expressao

da proteina Gli-3 no grupo KO.

Dunn's multiple comparisons | Mean rank Significant? | Summary
test difference

DL vs. DM -9,59 No ns

DL vs. DG -19,52 No ns

DL vs. CA -9,853 No ns

DM vs. DG -9,933 No ns

DM vs. CA -0,2631 No ns

DG vs. CA 9,67 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.

Quadro 6- Resultado do pos-teste de Dunn de multiplas comparacdes sobre a expressao

da proteina Gli-3 entre os grupos WT e KO.

Dunn’s multiple comparisons | Mean rank Significant? | Summary
test difference
DL-WL vs. DL-KO 69,31 No ns
DL-WL vs. DM-WT 19,21 No ns
DL-WL vs. DM-KO 53,67 No ns
DL-WL vs. DG-WT 38,56 No ns
DL-WL vs. DG-KO 35,19 No ns
DL-WL vs. CA-WT 45,77 No ns
DL-WL vs. CA-KO 51,14 No ns
DL-KO vs. DM-WT -50,1 No ns
DL-KO vs. DM-KO -15,64 No ns
DL-KO vs. DG-WT -30,75 No ns
DL-KO vs. DG-KO -34,12 No ns
DL-KO vs. CA-WT -23,54 No ns
DL-KO vs. CA-KO -18,17 No ns
DM-WT vs. DM-KO 34,46 No ns
DM-WT vs. DG-WT 19,35 No ns
DM-WT vs. DG-KO 15,98 No ns
DM-WT vs. CA-WT 26,56 No ns
DM-WT vs. CA-KO 31,93 No ns
DM-KO vs. DG-WT -15,11 No ns
DM-KO vs. DG-KO -18,48 No ns
DM-KO vs. CA-WT -7,896 No ns
DM-KO vs. CA-KO -2,527 No ns
DG-WT vs. DG-KO -3,366 No ns
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DG-WT vs. CA-WT 7,216 No ns
DG-WT vs. CA-KO 12,58 No ns
DG-KO vs. CA-WT 10,58 No ns
DG-KO vs. CA-KO 15,95 No ns
CA-WT vs. CA-KO 5,368 No ns

DL- Displasia Leve; DM - Displasia Moderada; DG- Displasia Grave; CA- Carcinoma.




ANEXO D- Cépia de Aprovagdo do CEUA-UFU

Comissao de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.COmisSsoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 067/10 DO COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 038/09

Projeto Pesquisa: “Estudo da Carcinogénese Bucal em Camundongos
Knockout para Galectina - 3: Perfil da Expressdo Imuno-histoquimica de Ciclina
D1, c-Myc, B-catenina, APC e GSK - 3B”.

Pesquisador Responsavel: Paulo Rogério de Faria

O protocolo néo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Uberléandia, 27 de abril de 2010

Prof. Dr. Evandro de Abreu Fernandes
Coordenador do CEUA/UFU
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