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RESUMO 

 

 

Introdução: As desordens potencialmente malignas (DPM) orais, constituem um grupo de 

lesões que apresentam risco para o desenvolvimento de carcinomas epidemóides orais (CEO), 

destacando entre estas a Displasia Epitelial Oral (DEO). Tem sido descrito que a via PI3K / 

AKT é uma das vias que está desregulada nos cânceres, apresentando o PTEN como um gene 

supressor para essa via. Entretanto ainda pouco se conhece como essa via está envolvida no 

processo de transformação maligna nas DPM. Perda de heterozigosidade (LOH) tem sido 

evidenciado como um preditor de transformação maligna em DEO e em carcinomas de diversas 

localizações.  Além disso, sugere-se que a perda alélica do PTEN também ocorra em estágios 

iniciais de lesões malignas e esteja envolvida nos mecanismos da carcinogênese oral. Assim, 

compreender melhor o papel dessa via no processo de carcinogênese oral é de suma 

importância, buscando identificar possíveis marcadores moleculares para o câncer oral. 

Objetivo: Avaliar a via PI3K/AKT no processo de malignização em DPM de diferentes 

estágios e em CEOs, através da imunoexpressão de pAKT, pJNK, FoxO3a e Ki-67, além de 

realizar avaliação imunomolecular do gene supressor tumoral PTEN em amostras de DEO e 

CEO, com diferentes tipos histológicos de malignidade, por meio da análise de LOH em duas 

regiões cromossômicas e avaliação imunoistoquímica da proteína PTEN. Materiais e 

Métodos: Para a análise imunoistoquímica da via PI3K/AKT, foi realizado um estudo 

qualitativo e quantitativo, em diferentes localizações celulares, de 20 casos de DEO, 20 casos 

de CEO e 5 casos de mucosa oral normal, submetidos a reação imunoistoquímica para os 

anticorpos anti-pAKT, anti-pJNK, anti-FoxO3a e anti-Ki-67. Para a análise molecular, na 

amostra constituída de 19 DEO e 16 CEO foi realizada a análise de LOH por meio de 

marcadores de região microssatélites do PTEN, D10S1765 e AFMA086WG9, localizados nas 

regiões cromossômicas 10q23.3 e 10q23.31 respectivamente. Também foi realizada a avaliação 

imunoistoquímica da proteína PTEN para avaliar se a LOH deste gene está envolvida na 

expressão proteica em DEO e em diferentes estágios histológicos de CEO. Resultados: Na 

análise imunoistoquímica da via PI3K/AKT, foi observado uma maior imunomarcação de p-

AKT nuclear em pacientes com CEO (21,2 ± 19,0) quando comparado a DEO (7,9 ± 8,1) e 

controle (1,8 ± 4,7) (p = 0,002). Uma maior imunomarcação forte nuclear de p-JNK foi 

encontrada nos controles (48,3 ± 13,7) quando comparada a DEOs (11,0 ± 10,3) e CEOs (1,1 ± 

1,3) (p <0,001). Imunomarcação nuclear forte de FoxO3a estava ausente nos CEOs estudados 

(0,0 ± 0,1) com pouca marcação em DEOs (3,2 ± 5,4) e expressão aumentada em controles 



 
 

(13,5 ± 4,8) (p <0,001). A média das células positivas para Ki-67 foi diretamente associada ao 

grau de diferenciação celular (p <0,001). Na análise molecular de LOH, foi demonstrado que 

para o marcador AFMA086WG9 foi evidenciada retenção alélica em 89,5% dos casos de DEOs 

e em 100% de CEOs, na análise do marcador D10S1765 foi demonstrada LOH em 57,2% de 

DEOs e 50% de CEOs. Na avaliação imunoistoquímica de PTEN, foi detectada imunomarcação 

nuclear e citoplasmática, com maior imunomarcação nuclear em células de CEOs, em 

comparação com DEOs e grupo controle (p <0,001), além de um forte imunomarcação 

citoplasmática nos casos de CEOs do que em DEOs (p <0,045). Conclusões: A via PI3K / AKT 

parece estar envolvida no processo de malignidade de DEOs, especialmente p-JNK e FoxO3a 

com atividade antitumoral em OED e OSCCs analisados. Nós fornecemos provas de que a perda 

alélica de PTEN está presente em lesões orais pré-malignas e OSCCs, no entanto, a LOH neste 

gene não influenciou a sua expressão protéica nos casos avaliados. Além disso, a 

imunoexpressão PTEN em DEO e CEO também foi evidenciada, sendo independente de seu 

estadiamento histopatológico, provando que a PTEN não parece influenciar a tumorigênese dos 

CEOs. 

 
Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas; Lesão Pré-Cancerosa; Perda de 
Heterozigosidade; Imuno-Histoquímica; PTEN; Fosfatidilinositol 3-Quinase. 
 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: Oral Potentially Malignant Lesions (PML) is a group of lesions that present a 

risk for the development of Oral Squamous Cell Carcinoma (OSSC), including Oral Epithelial 

Dysplasia (OED). PTEN is a tumor suppressor gene of the PI3K / AKT pathway, which is one 

of the more deregulated pathways of cancer. However, it is still unknown how this pathway is 

involved in the malignant transformation process of PML. The heterozygosity loss (LOH) 

profiles were validated as predictors of malignant transformation of OED and in carcinomas 

from several locations. In addition, it is not known whether the allelic loss of PTEN also occurs 

in malignant lesions in the early stage and, as well, is involved as one of the mechanisms of 

oral carcinogenesis. In addition, it is suggested that allelic loss of PTEN also occurs in the early 

stages of malignant lesions and is involved in the mechanisms of oral carcinogenesis. Thus, a 

better understanding of the role of pathway in the process of oral carcinogenesis is necessary, 

searching for possible molecular markers for oral cancer. Objective: To evaluate the 

PI3K/AKT pathway in the malignant transformation process of PML and CEOs, through the 

immunoexpression of pAKT, pJNK, FoxO3a and Ki-67, besides performing immunomolecular 

evaluation of the PTEN tumor suppressor gene in DEO and CEO samples, with different 

histological types of malignancy, through the analysis of LOH in two chromosomal regions and 

immunohistochemical evaluation of the PTEN protein. Materials and methods: Tissue 

samples of 20 cases of OSCCs, 20 OEDs and 5 cases of normal oral mucosa were subjected to 

immunohistochemistry reactions for anti-p-AKT, anti-p-JNK, anti-FoxO3a and anti-Ki-67 

antibodies. It was analyzed quantitative (number of immunostained cells) and qualitative 

(immunostaining intensity) parameters in different cell immunostaining sublocations. For 

molecular analysis, formalin-fixed paraffin-embedded samples of 19 OED and 16 OSCC were 

included to immunohistochemistry and LOH analysis. For the immunohistochemical study, 5 

random fields with greater immunoreactivity were photomicrographed and it was done the 

count of keratinocytes which showed cytoplasmic and nuclear staining. For LOH analysis, 2 

polymorphic microsatellite markers (AFMA086WG9 and D10S1765) localizing to 

chromosomes 10 were used to detect LOH. Results: Nuclear p-AKT was observed significantly 

greater immunostaining in CCEOs (21.2 ± 19.0) than in dysplasias (7.9 ± 8.1) and control (1.8 

± 4.7) (p = 0.002). Immunostaining of strong nuclear p-JNK was greater in controls (48.3 ± 

13.7) than in OEDs (11.0 ± 10.3) and OSCCs (1.1 ± 1.3) (p<0.001). Strong nuclear 



 
 

immunostaining of FoxO3a proved to be absent in OSCCs (0.0 ± 0.1) with little staining on 

dysplasia (3.2 ± 5.4) and increased expression in controls (13.5 ± 4.8) (p<0.001). The mean Ki-

67 positive cells were directly associated with the degree of cell differentiation (p <0.001). 

Molecular analysis of LOH, it was demonstrated that for marker AFMA086WG9 allelic 

retention in 89.5% of OEDs cells and in 100% of OSCC cells, in the analysis of marker 

D10S1765 LOH was demonstrated in 57.2% of OEDs and 50 % of OSCCs. Higher nuclear 

immunostaining was detected in cases of OSCCs when compared to OEDs and control group 

(p <0.001) and strong cytoplasmic immunostaining was more present in OSCCs (p <0.045). 

Conclusion: The PI3K / AKT pathway appears to be involved in the process of malignancy of 

DEOs in this research, especially p-JNK and FoxO3a with antitumor activity in both OED and 

OSCCs analyzed. We provide evidence that the allelic loss of PTEN is present in premalignant 

oral lesions e OSCCs, however the LOH in this gene did not influence its protein expression in 

the evaluated cases. In addition, the PTEN immunoexpression in DEO and CEO was also 

evidenced, being independent of its histopathological staging, proving that PTEN does not seem 

to influence the tumorigenesis of CEOs. 

 
Key-words: Carcinoma, Squamous Cell; Precancerous Conditions; Loss of Heterozigosity; 

Immunohistochemistry; PTEN Phosphohydrolase; Phosphatidylinositol 3-Kinase. 
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citoplasmática fraca em D4 e moderado em D5 (seta e ampliação maior). A 

intensidade e o número de células imunossinitadas com Ki-67 aumentam 

com a progressão das células da doença maligna. A imunomarcação de Ki-

67 foi observada no nucleoplasma e no núcleo de células malignas (maior 

aumento e seta; E4 e E5), e na imunocoloração de NOE foi restrita a camadas 

basais e parabasais camadas epiteliais (E1). 

Figura 3.1.2 Diagrama de caminho descrevendo a análise de covariância do perfil de 

imunomarcação dos Carcinomas Epidermóides Orais. Os retângulos 
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os padrões de imunomarcação. Os números adjacentes às setas são 

coeficientes de covariância. As variáveis à esquerda são assumidas como 

causalmente antes daqueles à direita. *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O câncer é um problema de saúde pública mundial, apresentando uma alta incidência e 

elevado índice de mortalidade (DANTAS et al., 2016). Em relação ao Brasil, para o biêmio 

2016-2017, aponta-se a ocorrência de cerca de 600 mil casos novos de câncer (câncer de pele 

não melanoma com aproximadamente 180 mil casos novos; outros cânceres com cerca de 420 

mil novos casos), sendo os tipos mais frequentes em ordem para homens: próstata (28,6%), 

pulmão (8,1%), intestino (7,8%), estômago (6,0%), e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os 

cânceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo de útero (7,9%), pulmão (5,3%) e estômago 

(3,7%) representarão entre os mais prevalentes. O câncer de cavidade oral faz parte do conjunto 

de tumores que afetam a cabeça e o pescoço. Foram estimados cerca de 300 mil casos novos no 

mundo, em 2012, sendo que, desses, aproximadamente dois terços são no sexo masculino. Para 

a mortalidade, foram estimados 145 mil óbitos por câncer no mundo, em 2012, com cerca de 

80% ocorrendo em regiões menos favorecidas (INCA, 2016). O câncer oral possui a 6ª maior 

taxa de mortalidade dentre os cânceres humanos, sendo o carcinoma epidermoide oral (CEO) o 

subtipo mais frequente (LIU et al., 2012; DANTAS et al., 2016).  

Estimam-se, para o Brasil, no biêmio de 2016-2017, 11.140 casos novos de câncer da 

cavidade oral (incluindo lábio, cavidade bucal e orofaringe) em homens e 4.350 em mulheres. 

Tais valores correspondem a um risco estimado de 11,27 casos novos a cada 100 mil homens e 

4,21 a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer de 

boca em homens é o quinto mais frequente na Região Sul (16,86/100 mil). Na Região Centro-

Oeste (7,43/ 100 mil), ocupa a sexta posição. Nas Regiões Sudeste (8,40/ 100 mil) e Nordeste 

(4,91/100 mil), ocupa a sétima posição. E, na Região Norte (2,20/100 mil), é o 11º mais 

frequente. Para as mulheres, é o 11º mais frequente na Região Sul (5,34/100 mil) e ocupa a 13ª 

posição nas Regiões Sudeste (2,99/100 mil) e Nordeste (1,84/100 mil). Na Região Norte 

(0,73/100 mil), ocupa a 14ª posição. Já na Região Centro-Oeste (2,08/100 mil), a 15ª. A última 

estimativa mundial apontou que ocorreriam cerca 145 mil óbitos, para o ano de 2012, decorrente 

de câncer de boca e lábio (INCA, 2016). 

 Desordens potencialmente malignas também estão associadas à carcinogênese oral, 

sendo que CEOs têm sido documentados em associação ou precedidos por uma lesão 

potencialmente maligna (LPM). Anteriormente, a definição de lesão pré-maligna aplicava-se a 

essas lesões que apresentavam alterações clínicas com potencial para malignizarem e tornarem, 

posteriormente, malignas. Observavam-se, também, que algumas dessas lesões ocorriam 
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frequentemente nas margens de CEOs, enquanto outras partilhavam alguns aspectos das lesões 

epiteliais malignas, entretanto não demonstrando invasão do tecido conjuntivo subjacente 

(REIBEL, 2003; HUBER, 2010). Alguns autores preferem usar o termo desordem 

potencialmente maligna em vez de lesão pré-maligna, uma vez que esse termo nos leva a 

acreditar que a lesão irá progredir irremediavelmente para uma neoplasia maligna, o que não é, 

de todo, verdade, visto que clinicamente, a progressão para o fenótipo maligno comumente, não 

é observada nas LPMs (GOMES et al., 2015; EL-NAGGAR et al., 2017; WESTRA e LEWIS, 

2017). Adicionalmente, assumiu o termo ‘desordens’ em vez de ‘lesões’, já que, uma lesão 

potencialmente maligna implica que a lesão maligna, caso ocorra, se desenvolva no local dessa 

mesma lesão. No entanto, também existem condições potencialmente malignas quando a lesão 

maligna surge num local de tecido com aparência clínica normal (WARNAKULASURIYA, 

JOHNSON, VAN DER WAAL, 2007; VAN DER WAAL, 2009) 

Leucoplasia, eritroplasia, eritroleucoplasia e a queilite actínica são as principais 

desordens envolvidas no surgimento de lesões malignas orais (EL-NAGGAR et al., 2017; 

WESTRA e LEWIS, 2017). Quando o desfecho de um grande número de DPMs é revisto, a 

frequência de transformação em lesão maligna é maior do que o risco associado a uma mucosa 

normal ou não alterada, ressaltando a importância do diagnóstico precoce dessas lesões para o 

correto tratamento e acompanhamento (WARNAKULASURIYA, 2008). Ao exame 

histopatológico, as DPMs demonstram, muitas vezes, diferentes graus de displasia epitelial, 

possibilitando predizer um potencial de malignidade (ROSIN et al., 2000; 

WARNAKULASURIYA et al., 2008). Apesar do exame histopatológico ainda ser a ferramenta 

padrão ouro para avaliar as DPMs (WARNAKULASURIYA et al., 2008; LIU et al., 2012; 

FONSECA-SILVA et al., 2016), a acurácia dos exames clínicos e histopatológicos são, 

cotidianamente, ainda de difícil previsão da transformação maligna dessas lesões 

(WARNAKULASURIYA, JOHNSON, VAN DER WAAL, 2007; PITIYAGE et al., 2009; 

WESTRA e LEWIS, 2017). 

 A busca de marcadores preditivos e de prognóstico para o câncer continua sendo alvo 

de pesquisa, principalmente na carcinogênese oral, pois até então não há estes marcadores para 

o câncer de boca. Assim, a identificação de marcadores moleculares que possam sinalizar o 

comportamento e a transformação maligna são muito relevantes. Estudos recentes têm buscado 

associar a perda alélica ou perda de heterozigosidade (LOH – do inglês “loss of heterozygosity”) 

com uma maior predição de transformação maligna das DPM (GOMES et al., 2015; 

FONSECA-SILVA et al., 2016), uma vez que se mostra associada à perda funcional de genes 

supressores tumorais (TSG – do inglês “tumor suppressor genes”) (VELICKOVIC et al., 2002; 
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COUTO, 2011). Entretanto, permanece uma lacuna em relação a estudos que avaliem LOH em 

DPM e neoplasias orais. 

 Estudos com carcinomas orais (MAVROS et al., 2002), cânceres de cabeça e pescoço 

(SHAO et al., 1998) e em diversas localizações (VELICKOVIC et al., 2002; ABDULLAH et 

al., 2006; OKI et al., 2006; BAE et al., 2007; TOKUNAGA et al., 2007; BETTENDOTF et al., 

2008; HO et al., 2009; RIZVI et al., 2012; SCHWARZENBACH et al., 2012; QUATTRONE 

et al., 2014; ZAITSU et al., 2015; CORREA et al., 2015) demonstraram LOH no locus 10q-

23.3, onde está localizado o gene da fosfatase e homólogo de tensina deletada no cromossomo 

10 (PTEN; do inglês “phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10”). Este 

gene é um supressor tumoral pertencente à via PI3K/AKT, uma das mais desreguladas no câncer 

(GIUDICE e SQUARIZE, 2013). Seus principais substratos são PIP3 (Phosphatidylinositol 

triphosphate) e o oncogene AKT (Protein kinase B), os quais são importantes sinalizadores 

para o crescimento, proliferação e sobrevida celular (OKI et al., 2006; HU et al., 2007; 

SCHWARZENBACH et al., 2012; LI et al., 2014; WANG, HUANG, YOUNG, 2015). Ainda 

não é conhecido se a perda alélica de PTEN ocorre também em lesões malignas em estágio 

inicial e se este fenômeno gênico se mostra envolvido como um dos mecanismos da 

carcinogênese oral. 

Nesse contexto, objetiva-se realizar análise de LOH em duas regiões cromossômicas de 

PTEN (intergênica e intragênica) em amostras de DEOs e CEOs com diferentes gradações 

histológicas de malignidade, e também a avaliação imunoistoquímica da proteína PTEN, a fim 

de avaliar se a LOH desse gene se mostra envolvida na expressão proteica em diferentes 

estadiamentos histológicos de DEOs e CEOs. Além disso, este estudo objetiva investigar se o 

processo de perda alélica ocorre de forma semelhante entre lesões malignas em diferentes 

estágios de malignidade bem como em lesões com o processo de malignidade instalado. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Carcinoma Epidermoide Oral e Lesões Potencialmente Malignas 

 

 Câncer de boca constitui em aproximadamente 3% de todas as neoplasias malignas, 

sendo o CEO seu subtipo mais comum (WOLFF, FOLLMAN, NAST, 2012; CHI, DAY, 

NEVILLE, 2015). Mesmo com os avanços no tratamento e difusão de informações sobre fatores 

de risco, a taxa de mortalidade ainda é alta, principalmente em países em desenvolvimento 

(FERLAY et al., 2015). Esse tumor representa uma neoplasia epitelial invasiva e agressiva, 

com graus variáveis de diferenciação escamosa e exibem propensão para desenvolvimento de 

metástase linfonodal (OGBUREKE et al., 2007; JAMADAR et al., 2014). Acomete 

preferencialmente homens acima dos 50 anos de idade, entretanto sua prevalência entre 

indivíduos mais jovens, com menos de 45 anos, tem aumentado (CHI, DAY, NEVILLE et al., 

2015). 

 Desordens potencialmente malignas (DPMs) são alterações clínicas e histopatológicas 

que apresentam maior risco de evolução para uma neoplasia maligna (HEGARTY; HUNTER, 

2016). CEOs têm sido documentados em associação ou precedidos por uma DPM 

(WARNAKULASURIYA, JOHNSON, VAN DER WAAL, 2007; EVERSOLE, 2009; EL-

NAGGAR et al., 2017; WESTRA e LEWIS, 2017). DPMs podem apresentar alterações 

morfológicas e citológicas que caracterizam um quadro histopatológico de displasia epitelial 

oral (DEO) o qual demonstra um maior potencial de transformação maligna para CEO, quando 

comparado com o tecido epitelial normal (WARNAKULASURIYA, JOHNSON, VAN DER 

WAAL, 2007; GOODSON et al., 2017). Assim, o diagnóstico histopatológico de DEO é 

considerado um importante indicativo de transformação para CEO (BRENNAN et al., 2007; 

WARNAKULASURIYA, JOHNSON, VAN DER WAAL, 2007). Em adição, alterações 

cromossoômicas, genômicas e moleculares, características dos carcinomas invasivos, podem 

também ser detectadas nas DPMs (WARNAKULASURIYA, JOHNSON, VAN DER WAAL, 

2007). Dessa forma, as DEO podem constituir o primeiro passo para o desenvolvimento do 

CEO (WARNAKULASURIYA et al., 2008; EL-NAGGAR et al., 2017). 

 A leucoplasia oral (LO) é a DPM mais comum da cavidade oral, e o diagnóstico de LO 

é um fator de risco para o desenvolvimento de CEO (GOMES et al., 2015). Clinicamente, se 

apresentam como uma placa homogênea, placa irregular, nódulo esbranquiçado; podendo ser 

lesões únicas ou difusas, ocupando algumas vezes múltiplos sítios da mucosa (HEGARTY; 
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HUNTER, 2016). LOs apresentam estreita relação com o CEO em função de características 

clínicas comuns, além da frequência de alterações epiteliais que apresentam graus variados de atipia 

celular (WANG et al., 2006; WARNAKULASURIYA et al., 2008). Quando mostram algum grau 

de displasia, são consideradas potencialmente malignas (LINGEN et al., 2011), sendo a 

prevalência de LO que exibem displasia entre 16 a 45% (LEE, J. J. et al., 2006; CHI, DAY, 

NEVILLE, 2015). O risco de transformação maligna em cinco a dez anos é estimado em 5% 

para as LOs, apresentando uma taxa variável entre 0,1 e 18% (VAN DER HEM et al., 2005; 

RIBEIRO et al., 2010; KALAVREZOS; SCULLY, 2015). Quando as leucoplasias têm uma 

aparência clínica não homogênea, a possibilidade de progressão aumenta, sendo o percentual 

de transformação maligna de cerca de 30% (KALAVREZOS; SCULLY, 2015). 

 Embora as DPMs apresentem maior risco de evolução para malignidade do que o tecido 

normal, elas podem permanecer estáveis por tempo indeterminado e até nunca chegarem a 

originar uma lesão maligna (LINGEN et al., 2011). Estudos recentes apontam que a taxa global 

de transformação maligna da LO é estimada em apenas 1-2% (MÜLLER, 2017), não ocorrendo 

comumente essa progressão para um fenótipo maligno (GOMES et al., 2015). Assim, o uso da 

nomenclatura desordens potencialmente malignas orais é justificável por reconhecer que, em 

algumas condições, o risco de transformação maligna é extremamente baixo e mesmo reversível 

(KURIBAYASHI, et al., 2015; NARAYAN e SHILPASHREE, 2016; MÜLLER, 2017).   

 A etiologia da LO, muitas vezes, está associada ao uso crônico do tabaco e ao hábito de 

mascar fumo, apesar de também ser observada em pacientes que não apresentam esse hábito, 

exibindo, nestes casos, uma etiologia desconhecida ou idiopática (RIBEIRO et al., 2010; 

NARAYAN e SHILPASHREE, 2016; SHETTY et al., 2016). Estudos apontam que a LO 

associada a indivíduos não fumantes adquirem um perfil mais agressivo e apresenta uma maior 

taxa de transformação maligna quando comparada a LO associada com o uso de tabaco. 

Entretanto, é difícil quantificar e qualificar os hábitos tabagistas de um paciente bem como 

outros fatores como o álcool, o hábito de mascar fumo e a dieta que podem estar associados à 

etiopatogenia dessa lesão (VAN DER WAAL et al., 2009; CARRARD et al., 2011; SHETTY 

et al., 2016). Fatores como presença de DEO, tipo clínico, localização, tamanho e lesões não 

associadas ao uso do tabaco estão associadas a um maior potencial de transformação maligna 

(BRENNAN et al., 2007; VAN DER WAAL et al., 2009; LEE et al., 2010; SHETTY et al., 

2016). 

 A ertitroplasia consiste em outra DPM que apresenta um maior risco de evolução para 

uma neoplasia maligna. Caracteriza-se por lesão macular ou em placa, de coloração vermelha, 

sendo definida como uma mancha vermelha que não pode ser caracterizada clínica ou 
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patologicamente como nenhuma outra doença conhecida (VAN DER WAAL et al., 2009). É 

encontrada mais comumente em indivíduos de meia idade, como lesões únicas. A prevalência 

dessas lesões é mais baixa do que a de leucoplasias, com uma prevalência variável de 0,02 e 

0,83%, entretanto, apresentam maior risco de transformação maligna. Em muitos casos, ao 

suspeitar-se clinicamente de eritroplasia, histologicamente, já são observadas alterações 

displásicas severas ou mesmo carcinomas (VAN DER WAAL et al., 2009; HEGARTY; 

HUNTER, 2016). Ocorre preferencialmente em região de assoalho de boca, bordo lateral da 

língua, trígono retromolar e o palato mole (REICHART e PHILIPSEN; 2005). 

 Nesse contexto, um dos questionamentos em relação às DPM é a identificação de quais 

lesões teriam um risco potencial de se transformar em câncer, visto que os achados clínicos e 

histopatológicos não predizem com absoluta confiabilidade a evolução das lesões. Estudos 

genéticos e moleculares têm sido utilizados na tentativa de determinar a evolução das LOs e 

ainda identificar quais lesões apresentariam uma maior probabilidade de transformação maligna 

(ROSIN et al., 2000; ZHANG e ROSIN, 2001; SMITH et al., 2009; CAMARA et al., 2016; 

REIBEL et al., 2017). Pesquisas realizadas nessa área refletem a grande importância de se 

estabelecer de forma precoce o diagnóstico de lesões neoplásicas e, consequentemente, 

promover melhorias para o tratamento e o prognóstico dos pacientes. 

 Recentemente, na atualização da 4th Edition of the World Health Organization of Head 

and Neck Tumours: Tumours of the Oral Cavity and Mobile Tongue, a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) realizou alterações significativas na classificação das neoplasias malignas e 

desordens potencialmente malignas da cavidade oral (MÜLLER, 2017). Com base nesta, os 

critérios diagnósticos para a DEO foram modificados, apresentando dois sistemas de 

classificação, considerando as alterações citológicas e arquiteturais do epitélio da lesão e 

estabelecendo critérios para classificação das displasias baseados na divisão em terços da 

camada epitelial, onde o grau de DEO é definido como leve, moderada e grave, com displasia 

grave e carcinoma in situ considerados como sinônimos. Gale et al., em 2014, sugeriram que 

seria interessante a adoção de um sistema binário de classificação, de alto grau e baixo grau de 

displasia, semelhante ao que foi utilizado por Warnakulasuriya et al., em 2008, que busca 

associar a gradação histopatológica com a probabilidade de transformação maligna. 

 Embora existam critérios variados de classificação do risco de transformação maligna 

das DPM que apresentam DEO, as características clínicas e morfológicas não têm se mostrado 

bons preditores em relação ao risco de malignização. Tais critérios histológicos são subjetivos 

e geralmente não há consenso entre os patologistas. Além disso, a classificação das displasias 

não apresenta constante associação com a transformação maligna das DPMs (TABOR et al., 
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2003; NAPIER e SPEIGHT, 2008). Desse modo, há uma busca no estudo de alterações 

moleculares das DEOs na tentativa de identificar biomarcadores preditores para a 

transformação maligna. 

 Em DPM há ainda uma grande discussão acerca do papel dos TSGs que possam se 

encontrar mutados (ROSIN et al., 2000; FARIAS et al., 2012; FONSECA-SILVA et al., 2016), 

sugerindo que a desregulação dos TSGs possa estar relacionada com o comportamento 

biológico dessas lesões e exercendo um papel importante para a patogênese e evolução dessas 

(TANAKA e ISHIGAMORI, 2011). Contudo, é importante ressaltar que há ainda necessidade 

de estudos que busquem associar as alterações em genes supressores de tumor às alterações 

citológicas e arquiteturais das displasias. Os aspectos morfológicos das DPM podem ser 

importantes preditores de modificações moleculares relacionados ao comportamento biológico 

destas lesões e também aos fenômenos de transformação maligna (FONSECA-SILVA et al., 

2016). 

 

2.2 Carcinogênese e a via de sinalização da PI3K/AKT 

 

 A carcinogênese é um processo complexo que envolve alterações genéticas e 

epigenéticas que ocorrem em diversos processos relacionados, envolvendo o controle do ciclo 

celular, a apoptose, a diferenciação, a senescência e a angiogênese, além da motilidade celular 

e capacidade migratória. Várias são as teorias desse processo carcinogênico, e a mais difundida 

é a teoria da mutação somática. Segundo esta, basicamente uma ou um grupo de células sofre 

mutações genéticas tornando-as potencialmente capazes de se multiplicarem de modo 

autônomo, escapando de todos os mecanismos de proteção do DNA. A partir daí, ocorre a 

expansão clonal dessas células, a qual leva a um grande acúmulo de mutações genéticas e à 

transformação dessas em neoplasias (PITOT, 2001; CHEN et al., 2008; HANAHAN e 

WEINBERG, 2011). 

 A etiologia do câncer oral é variada, não existindo um único fator causador. O etilismo, 

o tabagismo e as infecções pelo papiloma vírus humano (HPV) são os principais fatores de risco 

para esse grupo de tumores (DANTAS et al., 2016). O risco do desenvolvimento do câncer de 

cavidade oral atribuído ao tabagismo e etilismo pode ser de até 65%, justificado pela existência 

de um sinergismo entre esses dois fatores (INCA, 2016; DANTAS et al., 2016). A exposição à 

radiação ultravioleta (UV) mostra-se também como um importante fator de risco para o câncer 

de lábio (CARPENTER e SILVERMAN, 2001; INCA, 2016; MÜLLER, 2017). 
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 Dentre as alterações genéticas observadas no desenvolvimento do câncer oral, incluímos 

a ativação de proto-oncogenes (por exemplo, o CDKN2A, o MYC, o RAS, o PIK3CA, e o EGFR) 

e a inativação de TSGs (por exemplo, o p16INK4A, o TP53, e o PTEN), essas alterações 

genéticas são complexas e, na maioria das vezes, estão interrelacionadas (LIU et al., 2014; CHI, 

DAY, NEVILLE, 2015; YE, LI, GONG, 2017). Análises moleculares de células malignas em 

vários estágios de progressão têm revelado alterações em TSGs e oncogenes acumuladas 

durante a progressão tumoral e correlacionadas com a agressividade do câncer (YOKOTA, 

2000; CHEN et al., 2008; CHAVES et al., 2017). 

 TSGs e seus produtos proteicos agem na regulação do ciclo celular, especificamente nos 

pontos de checagem (check points), prevenindo duplicações celulares aberrantes e, 

consequentemente, atuando como fatores antitumorais (LAI, VISSER-GRIEVE, YANG, 

2012). Alterações no padrão de expressão desses genes acarretam na ineficiência ou ausência 

da checagem do ciclo celular e, dessa maneira, permitir erros de replicação alélica, 

determinando ou potencializando os eventos da carcinogênese (BERGER, KNUDSON, 

PANDOLFI, 2011). Recentemente, vários trabalhos analisaram alterações relacionadas aos 

TSGs em diversos tipos de neoplasias malignas (ASHAZILA et al., 2011; BERGER, 

KNUDSON, PANDOLFI, 2011; CAVENEE, 2012) bem como estudos em modelos 

experimentais de indução neoplásica observaram alterações em nível genético e proteico nos 

genes P53, P21 e P16 (GONZALES-MOLES et al., 2002; BERGER, KNUDSON, 

PANDOLFI, 2011; CUEVAS GONZALEZ et al., 2016).  

 Em carcinomas de cabeça e pescoço, muitas vezes, são observadas alterações em vias 

de sinalização envolvendo receptores de fatores de crescimento, transdutores de sinais e fatores 

de transcrição que regulam a resposta ao dano do DNA, parada do ciclo celular e apoptose, 

produzindo alterações fenotípicas críticas para transformação e progressão (JEON et al., 2004). 

Diversos estudos mostraram que perdas somáticas em lócus de TSGs são capazes de alterar a 

expressão e função desses genes, resultando, assim, em uma susceptibilidade ao 

desenvolvimento do câncer (LEE et al., 2010). 

Desse modo, vem sendo discutido recentemente o envolvimento de diversas vias de 

sinalização tais como vias nas quais estão presentes os genes P53 (CUEVAS GONZALEZ et 

al., 2016), APC (adematous polyposis coli), DCC (deleted in colon câncer) (MASSON et al., 

2015), fator de transformação do crescimento beta (TGF-ß), receptor do ácido retinoico, 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (JEON et al., 2004) e PTEN (GIUDICE e 

SQUARIZE, 2013). 
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 Uma via de sinalização que vem ganhando grande destaque é a via da fosfotidilinositol 

3-quinase, via PI3K/AKT/mTOR, que está frequentemente alterada em diversas neoplasias 

malignas, incluindo as de cabeça e pescoço (MOLINOLO et al., 2009; SQUARIZE et al., 2013), 

estando intimamente relacionada com metástase, angiogênese, progressão do ciclo celular, 

organização do citoesqueleto, crescimento e resistência ao tratamento (CLAUDITZ et al., 2013; 

GRIFFITH et al., 2013; PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014). Essa via de sinalização é crucial 

em muitos aspectos de crescimento celular e sobrevida, tanto em condições fisiológicas como 

patológicas. É uma via tão interligada que pode ser considerada como única, interagindo 

também com muitas outras vias, como, por exemplo, a do HIF (Fator Indutor de Hipóxia) 

(PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).  

 A via é ativada por meio da ligação de fatores de crescimento que se ligam à membrana 

plasmática celular por meio de receptores tirosina quinase também presentes na membrana da 

célula. Essa ligação provoca uma cascata de sinalização intracelular que começa com a ativação 

da molécula PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) que, através de seu subproduto PIP3, ativa 

AKT (ENGELMAN et al., 2009). Uma vez fosforilada, AKT pode ativar mTOR (Mammalian 

Target of Rampamycin), que regula a proliferação celular por fosforilação de P70S6 na 

transição da fase G1/S do ciclo. P70S6, por sua vez, fosforila a proteína S6 da subunidade 40S 

do ribossomo (PS6), induzindo a síntese proteica celular (FINGAR et al., 2004). Esta reação é 

regulada negativamente pela desfosforilação do PTEN (FAIVRE, KROEMER, RAYMOND; 

2006; YUAN e CANTLEY, 2008).  

 A perda de PTEN culmina com a estimulação da via PI3K, promovendo, assim, a 

sobrevida da célula e o crescimento tumoral (COURTNEY, CORCORAN, ENGELMAN; 

2010). Quando o PTEN é deletado, ou está mutado ou ainda inativado, há um aumento na 

regulação de AKT por meio de efetores PI3K. Essa sobreregulação finalmente reduz a indução 

apoptótica, levando à continuada sobrevivência e proliferação celular, contribuindo para a 

tumorigênese e predispondo para o desenvolvimento do câncer. A rede de sinalização PI3K-

PTEN é crucial para uma adequada regulação da sobrevivência celular (DAHIA, 2000; 

YAMADA e ARAKI, 2001; ALYASIRI et al., 2012; ANGADI e KRISHNAPILLAI, 2012). 

 Alterações na sinalização de PTEN, seja através da modificação da dose celular ou 

inibição direta de sua atividade enzimática, pode afetar muito o comportamento celular. É 

identificado dois mecanismos recentes e distintos que regulam a sinalização PTEN intracelular. 

Primeiro, uma variante translacional de PTEN, denominada inicialmente PTEN-Long, e 

posteriormente PTEN-L, que altera a dosagem de PTEN celular. Segundo, uma proteína que 

interage com PTEN, o fator 2 de permuta de Rac fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato depedente 
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(P-REX2; do inglês “phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 

2”), que inibe a atividade de PTEN e regula a sinalização PI3K estimulada pela insulina e o 

metabolismo da glicose por meio nucleotídeos Rac guanina (HODAKOSKI et al., 2015).  

 

2.3 PI3K estrutura e função 

 

 A proteína PI3K pertence à família de lipídios-quinases presentes no meio intracelular 

(FRESNO VARA et al., 2004; GIUDICE e SQUARIZE, 2013) e são divididos em 3 classes 

(Classe I, Classe II e Classe III), de acordo com seus achados estruturais, distribuição tecidual, 

mecanismos de ativação, função e substratos lipídicos específicos in vivo (GIUDICE e 

SQUARIZE, 2013). A classe I de PI3K é constituída por heterodímeros compostos de uma 

subunidade catalítica (p110) e uma subunidade adaptadora/reguladora (p85) (FRESNO VARA 

et al., 2004). Existem ainda as isoformas da classe I de PI3K, que são compostas tanto por 

isoformas de p110 (p110α, p110β e p110δ, codificadas respectivamente pelos genes PIK3CA, 

PIK3CB e PIK3CD) (GIUDICE e SQUARIZE, 2013), quanto de p85 (p50α, p55 γ, p85α, p85β, 

codificado pelos genes PIK3R, PIK3R2 e PIK3R3) (TZENAKI e PAPAKONSTANTI, 2013; 

GIUDICE e SQUARIZE, 2013) (Figura 2.1). A ligação da subunidade p85 com a subunidade 

110 promove sua estabilização (GIUDICE e SQUARIZE, 2013). 

 Em mamíferos, a Classe I das PI3Ks é dividida em dois grupos, Classe IA e Classe IB, 

com base em diferenças estruturais e funcionais (FRESNO VARA et al., 2004; GIUDICE e 

SQUARIZE, 2013). A subclasse IA é ativada por RTKs (Receptors Tyrosine Kinases) como 

EGFR, FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) e IGF-1R (Insulin-like Growth Factor 1 

Receptor) (GIUDICE e SQUARIZE, 2013). A subclasse IB é ativada por receptores acoplados 

à proteína G (FRESNO VARA et al., 2004) (Figura 2.1). Todas as subunidades catalíticas da 

Classe I de PI3K contém domínios de ligação para Ras GTPases e a ligação desses domínios a 

certas proteínas RAS contribui para a sua ativação (JIMENÉZ et al., 2002). 
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Figura 2.1: Estrutura molecular e mecanismos de ativação da Classe IA e Classe IB de PI3K.  
Fonte: Própria. 
  

 A via PI3K tem início quando suas classes são ativadas. A classe IA torna-se ativa 

quando há a ligação de um ligando a um receptor (por exemplo, RTK, EGFR, FGFR ou IGF-

1R) localizado na membrana plasmática da célula. Isto promoverá a dimerização do receptor e 

a auto fosforilação de tirosinas (Y) que estão localizadas em motivos (pYxxM) (Figura 2.1). 

Uma vez ativados e presentes na membrana plasmática, os subprodutos da classe IA de PI3K 

irá fosforilar primariamente PIP2 (phosphatidylinositol-4,4-biphosphate) gerando o produto 

PIP3 (PORTA, PAGLINO, MOSCA; 2014). A geração de PIP3 leva ao recrutamento, também 

para a membrana plasmática, de proteínas adaptadoras e efetoras que possuem o domínio PH 

(pleckstrin homology domain), dentre as quais podemos citar pequenas GTPases, como o GEFs 

(Guanosine Nucleotide Exchange Factors) e GAPs (GTPases-Activing Proteins), além de 

PDK1 (Kinase-3’-phosphoinositide-dependent kinase 1) e AKT/PKB (FRESNO VARA et al., 

2004) (Figura 2.2). 

 A via PI3K possui ainda diversas outras repercussões nas células por meio da ativação 

de AKT, a qual regula uma série de processos envolvidos na sobrevida da célula e na progressão 

do ciclo celular (PORTA, PAGLINO, MOSCA; 2014). 
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Figura 2.2: Esquema simplificado mostrando a ativação dos subprodutos da Classe IA e as múltiplas ações 
celulares da via PI3K.  
Fonte: Própria. 
 

 

2.4 AKT estrutura e função 

 

 AKT é também conhecida como proteína quinase B, por manter algumas similaridades, 

em seu domínio catalítico, com as proteínas quinases A (PKA) e C (PKC), e sua estrutura 

proteica é formada por uma cadeia N-terminal, um domínio catalítico e uma cadeia C-terminal. 

Foram isolados 3 membros dessa família (AKT1, AKT2 e AKT3), que são codificados por 

diferentes genes, possuindo mais de 80% de similaridade entre as suas cadeias de aminoácidos. 

Ativação de AKT1 parece ser predominante em diferentes tipos de neoplasias (NICHOLSON 

e ANDERSON, 2002). Quando receptores de fatores de crescimento são estimulados, a via 

PI3K é ativada, gerando a produção de PIP3 na membrana plasmática, o qual desencadeia a 

translocação de AKT do citoplasma para a membrana e se liga com o domínio PH de AKT 

(SONG, OUYANG, BAO; 2005). 

 Fisiologicamente, AKT controla diversas funções celulares, como crescimento, 

sobrevida, proliferação e metabolismo (GONZALEZ e McGRAW, 2009). Os membros da 

família de AKT exercem estas funções a depender do tipo celular (FRESNO VARA et al., 2004; 

GONZALEZ e MCGRAW, 2009; MADHUNAPANTULA e ROBERTSON, 2011), o que 

explica como AKT controla tantas funções de modo específico e direcionado a cada célula 

(GONZALEZ e MCGRAW; 2009). AKT1 possui papel crítico na sobrevida celular, AKT2 

exerce ação central na manutenção da homesostase da glicose e AKT3 atua no desenvolvimento 
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cerebral, uma vez que camundongos nocauteados nesse gene desenvolveram prejuízos no 

crescimento cerebral (GAROFALO et al., 2003). 

 No câncer, AKT encontra-se superativado (GONZALEZ e MCGRAW; 2009), o que o 

leva a modular, de forma mais intensa, vários fenômenos que são característicos em células 

cancerígenas (FRESNO VARA et al., 2004; SONG, OUYANG, BAO, 2005; GONZALEZ e 

MCGRAW; 2009; MADHUNAPANTULA e ROBERTSON, 2011) (Figura 2.2). Mecanismos 

que levam à hiperativação de AKT são: mutações em seus reguladores PI3K e PTEN, 

superexpressão do gene AKT/PKB (por aumento do número de cópias ou mutações pontuais 

ativas no próprio AKT), deleção ou regulação negativa (como PTEN) e expressão alterada de 

proteínas de interesse (TCL1, HPS90, APPL1 e RasGAP). A atividade de AKT pode ser 

também regulada por modificações pós-transcricionais, como fosforilação, ubiquitinação e 

também interações físicas com proteínas efetoras como Hsp90 (Heat shock protein 90) e Pin1 

(Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1) (GONZALEZ e MCGRAW; 2009; 

MADHUNAPANTULA e ROBERTSON; 2011). 

 As diferentes isoformas de AKT são superativadas em certos tipos de câncer 

(GONZALEZ e MCGRAW; 2009; MADHUNAPANTULA e ROBERTSON; 2011), 

sugerindo que em alguns casos as específicas isoformas de AKT levam a transformação celular 

maligna (MADHUNAPANTULA e ROBERTSON; 2011). A amplificação do gene AKT1 tem 

sido relatada em cânceres gástricos (STAAL, 1987), já de AKT2 foi relacionada a cânceres de 

ovário e pâncreas (CHENG et al., 1996; MADHUNAPANTULA e ROBERTSON; 2011) e de 

AKT3 a melanomas (MADHUNAPANTULA e ROBERTSON; 2009). O mecanismo 

molecular que dita a especificidade das isoformas de AKT nesse contexto ainda é desconhecida 

(GONZALEZ e MCGRAW; 2009). 

 

2.5 FoxO3a e JNK 

 

 Em resposta à insulina ou fatores de crescimento (por exemplo: VEGF), a via PI3K/AKT 

é ativada, induzindo a fosforilação inibitória de seu principal substrato, às proteínas FoxO 

(Forkhead Box Class O), sendo essas já estudadas em cânceres de mama, tireóide, cervical e 

próstata (NICHOLSON e ANDERSON, 2002; GREER e BRUNET, 2008).  

 FoxO é um dos principais alvos de p-AKT e uma vez fosforilado por esta proteína  perde 

sua função supressora tumoral pois é translocado do núcleo para o citoplasma, perdendo a 

ligação com genes indutores de morte celular presentes no núcleo (Figura 2.3). P-AKT reduz 
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ainda a habilidade de FoxO ligar-se ao DNA e aumenta a sua degradação (LAM, FRANCIS, 

PETKOVIC; 2006).  

 Fosforilação das proteínas FoxO induzida pela via PI3K/AKT ativada induz a sua ligação 

às proteínas chaperonas 14-3-3, sendo sequestradas para o citoplasma (onde são incapazes de 

regular a expressão gênica) e posteriormente degradadas pela via ubiquitina-proteassoma 

(HUANG e TINDALL, 2007).  

 
Figura 2.3: Esquema simplificado mostrando a ativação de FoxO e as múltiplas ações celulares da via PI3K.  
Fonte: Própria. 
 

 FoxO citoplasmático pode ser realocado no núcleo pela presença de JNK (Jun-N-terminal 

quinase) ativado por estresse, resultando em aumento da atividade transcricional de FoxO 

(LAM, FRANCIS, PETKOVIC; 2006). Essas proteínas modulam a expressão de genes 

envolvidos na transição do ciclo celular, reparo do DNA, defesa diante de estresse oxidativo e 

longevidade celular, portanto tendo importante papel na supressão tumoral (HUANG e 

TINDALL, 2007). JNK também tem sido responsável pela fosforilação de proteínas 14-3-3, 

resultando na liberação de fatores de transcrição ligados ao FoxO (LAM, FRANCIS, 

PETKOVIC; 2006). Outras atividades antitumorais de JNK envolvem a indução da apoptose 

(BODE e DONG, 2007) e vigilância tumoral através de células TCD8+ (WESTON e DAVIS, 

2007). 

 O retorno dos fatores de transcrição FoxO para a localização nuclear tem sido reportado 

em situações de estresse oxidativo e relacionado à via JNK (HUANG e TINDALL, 2007). Tem 

sido mostrado que JNK fosforila proteína ligada ao FoxO no citoplasma, lançando FoxO para 

dentro do núcleo e possibilitando sua realização de funções antitumorais na célula (NIELSEN 



32 

et al., 2008). A ativação JNK (pJNK) pode responder a fatores ambientais, como à radiação 

UV, como demonstrado por Wang et al (2012), em seu estudo envolvendo cultura de células 

expostas à UV, observando uma ativação de JNK e inativação de AKT, levando a translocação 

nuclear de FoxO3a. 

 A proteína JNK é codificada por três genes (JNK1, JNK2, JNK3) e sob a presença de 

vários estímulos (estresse oxidativo, UV, citocinas), há a ativação de MAPK quinases 

(MAPKK) as quais fosforilam JNK em resíduos tirosina (Tyr) e treonina (Thr). Uma vez 

fosfosrilado, pJNK é translocado para o núcleo onde pode regular a atividade de múltiplos 

fatores de transcrição (SEHGAL e RAM, 2013). Entretanto, uma resposta celular contraditória 

tem sido atribuída a JNK uma vez que se mostra envolvido com o aumento da proliferação e 

sobrevida celular. O papel dual de JNK na carcinogênese tem sido atribuído a ativação de uma 

ampla gama de diferentes substratos que dependem do estímulo específico para a sua ativação, 

do tipo celular e de aspectos temporais (BODE e DONG, 2007). 

 

2.6 PTEN estrutura e função 

 

 PTEN é um dos principais genes responsáveis pela progressão de alguns canceres, 

incluindo CEOs (SNIETURA et al., 2012), e age como antagonista ao PI3K devido a 

desfosforilação de PIP3 a PIP2. Mutação, hipermetilação e silenciamento por microRNAs 

podem diminuir a expressão desse gene e contribuir para hiperativação da via PI3K/AKT nas 

neoplasias. O gene PTEN, também conhecido por MMAC1 (Mutaded in Multiple Advanced 

Cancer 1) e TEP1 (Telomerase Protein Component 1) codifica uma proteína composta por 403 

aminoácidos que contém um domínio fosfatase N-terminal, um domínio C2 e uma região caudal 

C-terminal que contém múltiplos sítios de fosforilação. O PTEN foi isolado e identificado 

inicialmente como um gene supressor tumoral em neoplasias de mama e em glioblastomas, 

apresentando-se mutado e com sua expressão alterada em neoplasias malignas tanto em origem 

hereditária como casos espontâneos em variados tipos de câncer (YUAN e CANTLEY, 2008).  

 PTEN também contém duas sequências PEST e um domínio PDZ na região caudal e esses 

elementos são indispensáveis para a função de supressor tumoral. A função das sequências 

PEST é segmentar às proteínas com meia vida intracelular curta para degradação proteica. A 

deleção dessas sequências no PTEN, no entanto, leva à diminuição da expressão da proteína 

(SIMPSON e PARSONS, 2001).  

 O domínio fosfatase tem características que se assemelham às fosfatases de 
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especificidade dual, que são capazes de desfosforilar tanto os resíduos serina e treonina, quanto 

os de tirosina. Apesar de possuir especificidade dual, seu principal substrato in vivo é o PIP3, 

um produto direto da atividade PI3K (ANGADI e KRISHNAPILLAI, 2012). A ativação de 

PI3K por sinalizações dependentes dos fatores de crescimento leva à síntese de PIP3, que é 

desfosforilado por PTEN a PIP2 (SQUARIZE et al., 2013). A presença do PTEN, portanto, 

mantém os níveis de PIP3 baixos, enquanto que sua ausência promove o aumento da 

concentração de PIP3 e da sinalização PI3K/AKT (Figura 2.4). 

 
Figura 2.4: Representação esquemática do papel de PTEN como regulador da via PI3K. PTEN desfosforila a 
posição D3 de PtdIns-3,4,5-P3 (PIP3,4,5), reduzindo seus níveis na célula. Esta ação afeta muitos processos 
celulares diferentes. AKT, uma serina/treonina quinase, está envolvida na regulação da transcrição, tradução e 
apoptose.  
Fonte: Própria. 
  

 Mutações somáticas, supressão gênica ou silenciamento epigenético que levam à perda 

de PTEN têm sido relatadas em uma variedade de lesões potencialmente malignas e cânceres 

humanos, incluindo câncer de próstata, mama, do endométrio, tireoide, melanoma, leucemia, 

linfoma e CEO (ALYASIRI et al., 2012; ANGADI e KRISHNAPILLAI, 2012; SNIETURA et 

al., 2012). Adicionalmente, mutações hereditárias no PTEN podem ocasionar síndromes 

autossômicas dominantes, e a perda de um alelo do PTEN contribui para o crescimento de 

tumores, entretanto, experimentos em modelo animais evidenciam que PTEN é 

haploinsuficiente, ou seja, a perda de ambos os alelos é incompatível com a vida (YUAN e 
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CANTLEY, 2008; COUTO, 2011; MILELLA et al., 2015). Em muitas neoplasias, a supressão 

do PTEN coopera com outras instabilidades genéticas, contribuindo com a tumorigênese e, 

assim, pode até determinar um comportamento clínico mais agressivo do tumor (SNIETURA 

et al., 2012).  

 Em neoplasias malignas, a LOH pode promover a inativação de PTEN, levando ao 

aumento das concentrações de PIP3, ativando as proteínas fosfatidilinositol kinase dependente 

1 (PDK-1), que leva à fosforilação e ativação do AKT. O pAKT em conjunto com as moléculas 

GTPase-GAP e Rheb1 ativam o mTOR (MOLINOLO et al., 2009). Estudo com linhagens 

celulares de CEOs silencidas por meio de siRNA (small interfering RNA) para o gene PTEN 

mostraram que este gene é importante para o controle da transição epitélio-mesênquima uma 

vez que foi detectado maiores taxas de proliferação, invasividade bem como expressão de 

vimentina e TGF-β nas linhagens celulares silenciadas para PTEN quando comparado ao grupo 

controle e negativo para o silenciamento desse gene (LU et al., 2016). Won et al., em 2016, 

detectaram que a perda de LOH no gene PTEN foi significativamente mais frequente em CEOs 

do que cânceres de orofaringe. Para Squarize et al., em 2013, a expressão reduzida ou a 

inativação de PTEN estão envolvidos na progressão de cânceres de cabeça e pescoço, sendo 

este gene pode propriciar  novo alvo molecular no tratamento de pacientes com essas neoplasias 

malignas. 

   

2.7 Perda de Heterozigosidade (LOH) 

 

 A perda de heterozigosidade é uma alteração genética, na qual há perda de um ou ambos 

alelos de uma determinada região cromossômica específica presente em células sem alteração 

histopatológica. Essas alterações advêm de fenômenos que podem estar associados à diferença 

entre o tecido normal e tumoral (THIAGALINGAM et al., 2001; LI et al., 2004). A análise de 

LOH permite identificar, através da comparação entre o DNA oriundo de tecido normal e o 

DNA de uma determinada patologia, as alterações no balanço alélico presentes no tecido 

alterado, seja um tumor ou outra doença. Assim, a análise de LOH permite identificar, por meio 

da comparação entre DNA normal e tumoral, alterações no balanço alélico de neoplasias e 

lesões potencialmente malignas (VAN HOUTEN et al., 2000; CORREA et al., 2015; 

FONSECA-SILVA et al., 2016; MIYAHARA et al., 2017). 

 A LOH pode ocorrer por meio de deleções de regiões gênicas, conversão gênica, 

recombinação, duplicação e até de perda cromossômica, resultando em modificações na função 

normal da célula, que poderá conduzir ao crescimento neoplásico e à transformação maligna 
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(BOLAND et al., 1998; VAN HOUTEN et al., 2000; SZUKALA et al., 2006; NAKAMURA 

et al., 2009; SONG et al., 2010; GOMES et al., 2015). Perdas somáticas em locus de genes 

supressores de tumor são capazes de gerar instabilidades genéticas com consequente alteração 

da expressão e função desses genes, resultando em uma maior susceptibilidade ao 

desenvolvimento do câncer (BOLAND et al., 1998; ZHANG e ROSIN, 2001; ASHAZILA et 

al., 2011; BERGER, KNUDSON, PANDOLFI, 2011). 

 Em 1973, Comings hipotetizouque o mecanismo da LOH poderia ser um passo crucial 

para o desenvolvimento de neoplasias humanas. Ainda na década de 1970, Knudson mostrou 

que alterações genéticas, como mutações, podem ser um dos passos importantes para a completa 

perda de um gene supressor de tumor. De acordo com esse modelo de supressão tumoral, 

conhecido como “Two-hit”, a inativação de um TSG requer alterações genéticas nos dois alelos 

(KNUDSON, 1971). Porém, novos estudos mostraram que a LOH é um evento que pode estar 

associado a um estado de haploinsuficiência gênica. Portanto, a perda ou inativação de apenas 

um único alelo pode ser um fator importante para o comprometimento funcional de um gene 

supressor de tumor, o que pode induzir ao câncer (BERGER, KNUDSON, PANDOLFI; 2011).

  

 Recentemente, estudos moleculares vêm sendo desenvolvidos para rastreamento de 

possíveis genes envolvidos no processo de carcinogênese oral (VAN HOUTEN et al., 2000; 

CHOI e MYERS, 2008; PITIYAGE et al., 2009; SMITH et al., 2009; ZHANG et al., 2012; 

GOMES et al., 2015). Tais alterações podem estar associadas à redução ou ausência de 

expressão de TSGs e, consequentemente, à potencialização dos fenômenos de transformação 

maligna (SMITH et al., 2009; PITIYAGE et al., 2009; BERGER, KNUDSON, PANDOLFI, 

2011). Assim, LOH parece estar associada aos processos de iniciação tumoral por meio de 

alterações no padrão de expressão gênica ou mesmo da inativação de genes supressores de 

tumor (ZHANG e ROSIN, 2001; PITIYAGE, G. et al, 2009; COUTO, 2011; MELILLA et al., 

2015). Recentemente, foi sugerido que a LOH poderia estar associada à progressão de 

leucoplasias orais e, consequentemente, aos processos de transformação maligna (MAO et al., 

1996; ROSIN et al., 2002, WANG et al., 2006; ZHANG et al., 2012; GOMES et al., 2015; 

FONSECA-SILVA et al., 2016). Assim, as perdas alélicas nessas regiões são alvos atrativos 

para o estudo que buscam predizer o comportamento biológico das DPM, bem como do seu 

processo de transformação maligna para um CEO (ZHANG e ROSIN, 2001; ROSIN et al., 

2002). 

 A LOH pode ser detectada por diferentes métodos, incluindo: análise de marcadores de 

microssatélites, análise de cariótipo, hibridação in situ (FISH), análise de polimorfismos (SNP 
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- single-nucleotide polymorphism) e hibridação comparativa do genoma (VELASCO et al., 

2008; COUTO, 2011; MILELLA et al., 2015). Entretanto, análise a partir da amplificação de 

microssatélites por meio da técnica da PCR é uma das mais utilizadas atualmente. Os 

microssatélites são definidos como segmentos de DNA que apresentam sequências de 

nucleotídeos constituídos por pequenas sequências repetitivas, as quais se repetem em tipo, 

ordem e número variado, altamente polimórficas na população e susceptíveis a erros durante a 

replicação do DNA (LI et al., 2004; MIGALDI et al., 2008; COUTO, 2011). Essas sequências 

estão dispersas pelo genoma e estão localizadas principalmente em regiões não codificadoras, 

apresentam uma característica marcante na distribuição desses elementos estruturais do DNA, 

que é o comprimento fixo de segmentos de DNA para cada indivíduo, sugerindo uma variação 

individual característica, favorecendo a sua utilização como confiável marcador de DNA (LI et 

al., 2004; BOLAND e GOEL, 2010).  

 As regiões microssatélites encontram-se distribuídas por todo o genoma humano, e 

algumas regiões cromossômicas como 3p, 9p, 11p, 17p são relatadas na literatura como 

deletadas em uma série de neoplasias como câncer de mama, pulmão, melanoma, carcinomas 

de cabeça e pescoço e ameloblastomas (FIELD et al., 1995; ROWLEY et al., 1996; MIGALDI 

et al., 2008; SINHA et al., 2008). Estudos apontam que os microssatélites podem ter um grande 

potencial para predizer o risco de desenvolvimento dos tumores, e que a LOH é um dos 

importantes eventos para a inativação de um gene supressor de tumor levando ao crescimento 

neoplásico (VAN HOUTEN et al., 2000; COLLIN-CHAVAGNAC et al., 2010; BERGER, 

KNUDSON, PANDOLFI, 2011). Algumas destas alterações podem ser identificadas por meio 

da análise de marcadores de regiões microssatélites, próximos a TSGs (MIGALDI et al., 2008; 

VELASCO et al., 2008). Esses segmentos de DNA repetitivos têm sido reconhecidos pelas suas 

importantes ações na organização da cromatina, recombinação, deleção de DNA e pela 

regulação da atividade dos genes (LI et al., 2004). 

 Spafford et al., em 2001, identificaram alterações genéticas como a LOH em lesões 

malignas da cavidade oral, não sendo identificado tais alterações em pacientes que 

apresentavam a cavidade oral livre de lesões orais, indicando a alta especificidade desse 

método. Estudos de avaliação da LOH em CEOs e de região de orofaringe, identificaram LOH 

nas regiões 3p, 4q, 5q, 8p21–23, 11q13, 11q23, 13q, 14q, 17p, 18q e 22q (GLAVAC et al., 

2003; AHMED, IDRIS, IBRAHIM, 2003; LEE et al., 2010). Nunes et al., em 2000, realizaram 

uma análise de microssatélites de células provenientes da cavidade bucal de pacientes com 

câncer de boca e orofaringe por citologia esfoliativa, e encontraram LOH em 84% das amostras.  
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 Semelhante a outros tumores malignos sólidos, carcinomas de cabeça e pescoço exibem 

heterogeneidade molecular (DIWAKAR et al., 2005; WANG et al., 2006; BERMAN, 

GAUTHIER, TLSTY, 2010). Alguns destes estudos têm correlacionado a LOH com um pior 

prognóstico do tumor (FIELD et al., 1995; BREMMER et al., 2008; LEE et al., 2010; IDOATE 

et al., 2014). O papel do PTEN nos CEOs ainda não é totalmente claro e mostra muitas 

discrepâncias. Chen et al. (2000) e Cohen et al. (2011) não demonstraram qualquer deleção 

homozigótica nesse gene e concluíram que as alterações no PTEN são raras nos CEOs. No 

entanto, uma ausência da imunoexpressão da proteína PTEN já foi relatada por diversos autores 

(ALYASIRI et al., 2012; ANGADI e KRISHNAPILLAI, 2012; WON et al., 2012; SQUARIZE 

et al., 2013), o que indica que a taxa de inativação de PTEN no nível da proteína parece ser mais 

comum do que aquele reconhecido em nível gênico. 

  Estudos têm validado a LOH como preditores de risco de transformação maligna de 

DPM (MAO et al., 1996; LIPPMAN e HONG, 2001; ZHANG et al., 2012). Zhang et al., em 

2012, realizaram um estudo de coorte onde foi evidenciado que as lesões com LOH em 3p e/ou 

9p apresentam maior risco de transformação maligna em comparação com lesões que retém 3p 

e 9p. Fonseca-Silva et al., em 2016, avaliaram LOH em áreas de DEO através de um painel de 

11 marcadores de microssatélites localizados nos cromossomos 3, 9, 11 e 17; observando que 

alterações arquitetônicas e celulares em DPM possuem padrões diferentes de LOH, ressaltando 

a necessidade de estudos adicionais. Gomes et al., em 2015, observaram padrões distintos de 

LOH independentemente do grau histopatológico, fornecendo evidências de heterogeneidade 

molecular inter e intra-lesional em leucoplasias orais. Assim, a heterogeneidade molecular 

precisa ser abordada visando encontrar genes cancerígenos específicos na quimioprevenção da 

transformação maligna de DEO.  

 A análise de LOH nos marcadores microssatélites próximos a TSGs pode ser um meio 

de identificar alterações genéticas, como a perda de um alelo desses genes. Essas alterações são 

capazes de inativar os TSGs que tem um importante papel no controle da proliferação durante 

o ciclo celular (VELASCO et al., 2008; VAN HOUTEN et al., 2000; ABOU-ELHAMD et al., 

2008). Soma-se o fato de que a identificação precoce de alterações como a LOH pode ser útil 

no planejamento e possível predição de comportamento de DPM na cavidade oral (ABOU-

ELHAMD et al., 2008; ACCURSO et al., 2011). 
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3 CAPÍTULOS 

 

 

Esta tese está baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pós-

Graduação em Odontologia da Universidade Federal do Ceará, que regulamenta o formato 

alternativo para dissertações de Mestrado e teses de Doutorado e permite a inserção de artigos 

científicos de autoria ou coautoria do candidato e exige certificação de línguas. Essa pesquisa 

foi submetida à apreciação e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Departamento de 

Medicina Clínica da Universidade Federal do Ceará / PROPESQ, sob protocolo de No 94.432 

(Anexo C), sendo o projeto de pesquisa intitulado de “Estudo Imuno-molecular da Via de 

Sinalização de PI3K/AKT no Câncer Oral”. Assim sendo, esta tese é composta de dois capítulos 

contendo: um artigo científico previamente publicado no periódico “Oral Diseases” (Anexo 

D), em idioma inglês devidamente certificado (Anexo E), e outro capítulo em processo de 

submissão no periódico “Journal of Oral Pathology and Medicine”, conforme descrito abaixo: 

 

Evaluation of the p-AKT, p-JNK and FoxO3a function in oral epithelial dysplasia.  

FN Chaves, TMM Bezerra, PG de Barros Silva, FAF Oliveira, FB Sousa, FWG Costa, APNN 

Alves, KMA Pereira. Oral Diseases. Status: Publicado. Doi: doi:10.1111/odi.12623. 

 

Loss of heterozygosity and immunoexpression of PTEN in oral epithelial dysplasias and 

squamous cell carcinoma. 

Karuza Maria Alves Pereira, Ph.D; Filipe Nobre Chaves, DDS, MsC, PhD Student; Thamara 

Manoela M Bezerra, DDS, MsC, PhD Student; Debora C Morais, DDS, MsC, PhD Student; 

Sara Ferreira S Costa, DDS. MsC Student; Ana Paula N Alves, DDS, MsC, PhD; Carolina C 

Gomes, DDS, MsC, PhD; Ricardo S Gomez, DDS, MsC, PhD; Vanessa F Bernardes, DDS, 

MsC, PhD. Journal of Oral Pathology and Medicine. Status: Processo de Submissão iniciado 

em novembro de 2017. 
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Abstract 
 

OBJECTIVES: To evaluate the expression of p-AKT, p-JNK, FoxO3a and KI-67 in samples of 

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) and Oral Epithelial Dysplasias (OEDs) to understand 

their possible involvement in the malignant transformation process of oral lesions. 

MATERIALS AND METHODS: Tissue samples of 20 cases of OSCCs, 20 OEDs and X 

normal oral mucosa were subjected to immunohistochemistry reactions for anti-p-Akt, anti-p-

JNK, anti-FoxO3a and anti-Ki-67 antibodies. It was analyzed quantitative (number of 

immunostained cells) and qualitative (immunostaining intensity) parameters in different cell 

immunostaining sublocations. 

RESULTS: Nuclear p-AKT was observed significantly greater immunostaining in CCEOs 

(21.2 ± 19.0) than in dysplasias (7.9 ± 8.1) and control (1.8 ± 4.7) (p = 0.002). Immunostaining 

of strong nuclear p-JNK was greater in controls (48.3 ± 13.7) than in OEDs (11.0 ± 10.3) and 

OSCCs (1.1 ± 1.3) (p<0.001). Strong nuclear immunostaining of FoxO3a proved to be absent 

in OSCCs (0.0 ± 0.1) with little staining on dysplasias (3.2 ± 5.4) and increased expression in 

controls (13.5 ± 4.8) (p<0.001). Immunostaining of strong nuclear ki-67 was grater in OSCCs 

(48.1±49.6) than in OED (11.8±10.6) and controls (1.9±2.0) (p<0.001). 

CONCLUSIONS: Malignant process of DEOS in this research may involve the same 

mechanisms of established malignant lesions. 

 

KEYWORDS: oral squamous cell carcinoma; oral epithelial dysplasia; immunohistochemistry; 

p-AKT; p-JNK; FoxO3a. 
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Introduction 

  Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) and pharyngeal cancer represent the sixth 

most common solid cancers around the world (Warnakulasuriya, 2008).  Most patients with 

OSCC present with locally advanced disease and need multimodality therapy that may include 

surgery, radiotherapy, chemotherapy, and molecular therapy (Warnakulasuriya, 2008; Scully 

and Bagan, 2009). Thus, to understanding the molecular pathways of OSCC carcinogenesis and 

progression would be helpful in improving the diagnosis, therapy, and prevention of this disease 

(Scully and Bagan, 2009).  

 It is widely accepted that OSCC can arise from a premalignant lesion (LPM) (Scully 

and Bagan, 2009). However, not all LPMs become malignant, and oral epithelial dysplasia 

(OED) histopathology is an important predictor of malignancy (Warnakulasuriya et al, 2008; 

Scully and Bagan, 2009). Currently, the association between the degree of oral dysplasia and 

malignant transformation remains debatable (Warnakulasuriya et al, 2008). Additional study is 

therefore necessary to improve the histological grading of dysplasias. Furthemore, a better 

understanding of changes in molecular and biochemical processes in dysplasias may help 

identify specific biomarkers that, together with histological parameters, can lead to a more 

accurate diagnosis of the risk of malignant transformation of these lesions. 

 The PI3K / AKT signaling pathway is one of the most frequently deregulated pathways 

in cancer (Lam et al, 2006). The constant activation of this pathway in cancer is often a 

consequence of increased expression of genes that encode either class I PI3K 

(Phosphatidylinositol 3-Kinase) subunits (e.g., 110α) or AKT (protein kinase B), or is a result 

of genetic mutations that inhibit negative regulators of the PI3K / AKT pathway such as PTEN 

(phosphatase and tensin homologue) (Lam et al, 2006). 

 FoxO (forkhead box O) is a major target of p-AKT. Once it is phosphorylated, it loses 

its tumor suppressor function because it is translocated from the nucleus to the cytoplasm, 

induce cell death. P-AKT also reduces the ability of FoxO to bind to DNA and enhances its 

degradation. Cytoplasmic FoxO can be relocated to the nucleus by the presence of JNK (c-Jun 

N-terminal kinase), which is activated by stress, resulting in increased FoxO transcriptional 

activity (Lam et al, 2006). JNK is also responsible for phosphorylation of 14-3-3 chaperone 

proteins. This fuction results in the release of transcription factors linked to FoxO, as these 

proteins retain FoxO in the cytoplasm (Van der Heide et al, 2004; Lam et al, 2006). In OSCC, 

it has been suggested that FoxO3a activity can be important in malignant transformation and 

that tumor progression occurs through CDK4/6 and cyclin D1 inhibition, as well as p27 and 

Bim accumulation (Fang et al, 2011). 
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 Genetic and epigenetic alterations occur during malignant transformation, but the 

prognostic meaning of the earliest genetic changes in malignancy remain unclear, as the 

progression of genetic damage over time has not yet been demonstrated (Warnakulasuriya et 

al, 2008). In addition, histopathology, even today, is the established method for assessing the 

risk of premalignant lesions, indicating the need for better models of biological risk (Massarelli 

et al, 2005). Given the above, the current study sought to understand the malignant 

transformation process of OEDs through the expression of biomarkers involved in the 

PI3K/AKT pathway using immunohistochemistry. Comparisons regarding the 

immunoreactivity of these biomarkers with OSCCs were also carried out. 

 

 

Materials and Methods 

 This study consisted of an observational, analytical and cross-sectional study, using the 

diagnosis and immunomolecular analysis of malignant and premalignant lesions. We analysed 

20 cases of OEDs, and 20 cases of OSCCs and 5 cases of normal oral epithelium (NOE). All 

samples were embedded in paraffin and obtained from incisional biopsies from patients of the 

Outpatient Stomatology Clinic of the Federal University of Ceará - Sobral Campus. Samples 

were collected from January 2012 to December 2015. The Research Ethics Committee of the 

Federal University of Ceara / Department of Clinical Medicine approved this clinical-laboratory 

study under protocol No 94432, and the written informed consent was obtained from all 

patients.  

 

Histomorphometric analysis 

 Specimens were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, sectioned at 5 µm, stained 

with hematoxylin-eosin and mounted on glass slides for histopathological analysis. 

 OEDs specimens were classified using a binary low/high system of grading dysplasia 

for predicting malignant transformation (Warnakulasuriya et al, 2008). OSCCs specimens were 

categorized according to the WHO classification (Barnes et al, 2005). 

 The results of this classification were as follows: 10 were low risk of OEDs, 10 were 

high risk of OEDs, and 11 were well differentiated OSCCs and 9 were moderately differentiated 

OSCCs.  

 

Immunohistochemical Reaction 
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 For immunohistochemistry, 3-mm-thick sections were cut from paraffin-embedded 

material. All tissue samples were processed using standard methods, and serial sections were 

used for IHC. After deparaffinization and rehydration, slides were subjected to heat-induced 

epitope retrieval in 10 mmol/L citrate/trilogy buffer (pH=6.0) in a Pascall water bath 

(DakoCytomation). Endogenous peroxidase activity was blocked for 30 minutes with 0.3% 

hydrogen peroxide followed by 1% protein blocking for 10 minutes. The sections were 

incubated with primary antibodies describe in Table 3.1.1 (clone, manufacturer, dilution, 

antigen retrieval, and incubation). The samples were then incubated with the secondary 

antibody LSAB Kit (DAKO®, Carpentaria, CA, USA) for 10 minutes at room temperature. 

Next, development was performed using a chromogen solution prepared with DAB (3-3’-

diaminobenzidine), for 10 minutes in a dark chamber (DAKO®, Carpentaria, CA, USA) and 

Harris hematoxylin was used for counterstaining.  

 Finally, coverslips were placed on the samples on glass slides, which were 

examined under a Leica DM 2000 optical microscope. A positive control was included in each 

reaction along with the samples. A negative control lacking primary antibody was performed 

in parallel with incubation of the experimental samples. 

 

Evaluation of IHC Staining 

 The presence of brown color was used as the parameters for positive antigen labeling in 

all samples. Fields that were the highest signal (hot spots) were selected for imaging. Five fields 

were selected (adapted from Kruse-Losler et al, 2005), visualized and captured at 400x 

magnification with a Leica DFC295 HD digital camera using Las software at maximum 

resolution. Measurement of protein levels through conventional immunohistochemistry often 

cannot provide accurate results because the pathologist tends to group the immunoblots only as 

positive or negative. Furthermore, the use of cutoffs often impairs immunohistochemical 

analysis because values close to the cutoffs are still classified as “high” and “low” protein 

expressions (Yu et al, 2007). Thus, this study sought to not use scores in the analysis pattern. 

 Quantitative analysis of protein expression was performed by counting the number, in 

absolute values, of immunostained cells according to a methodology adapted from Vasconcelos 

et al (2015) and using Image J software (Image and Processing Analysis in Java – Rasband, 

W.S., ImageJ, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Two authors carried 

out the analysis at separate times while unaware of the clinical data, and any disagreement was 

resolved by discussion. 
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 Qualitative analysis corresponded to the intensity of immunostaining, which was based 

on cells displaying no, weak, moderate or strong staining (Figure 3.1.1) at the appropriate 

locations (nucleus, perinucleus, cytoplasm or nuclear membrane) for each antibody according 

to methods adapted from previous studies (Mourão et al, 2016; Choi et al, 2005).  

 Qualitative and quantitative analyzes were performed simultaneously on each field. 

Analysis consisted of counting the number of positive cells in each field and quantifying the 

intensity of immunoblots of specific cellular locations for each antibody as previously 

described. The levels of each protein within cells were normalized and then assessed using 

statistical analysis as follows.  

 

Statistical analysis  

 Results of the above analyses were used to construct a database in an Excel spreadsheet. 

Then, this data was transferred to SPSS 17.0 running on a Windows system. The Kolmogorov–

Smirnov normality testing was performed, and we utilized analysis of variance (ANOVA) 

followed by Bonferroni's post-test for comparisons between groups. The data were expressed 

as the mean and standard error of the mean (Mean±s.e.m.) based on a 5% level of significance 

(p < 0.05).  

 Previous data (Fillies et al, 2005; Ayala et al, 2010; Eckert et al, 2011) were also used 

in order to meet the appropriate requirements for statistical analysis, and the sample size was 

calculated. The sample was been designed to provide a power of 80% and a confidence level 

of 95% to detect a significant differences in immunohistochemical results between the groups 

of patients with oral lesions. Additionally, the sample was designed to sustain a 20% loss, 

resulting in a final sample estimated to include 20 patients. 

 

Results 

 
p-JNK 

 Immunohistochemical analysis of p-JNK revealed nuclear and cytoplasmic 

immunostaining in both normal and dysplasic epidermoid cells of all evaluated specimens 

(Figure 3.1.1). 

 The average number of cells with strong nuclear immunostaining was higher in controls 

compared to OED and OSCC samples (p <0.001). Conversely, the highest average number of 

cells with weak nuclear immunostaining was observed in OSCC samples (p <0.001). There was 

no difference between the average intensity of cytoplasmic immunostaining (Table 3.1.2), nor 
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was a difference in nuclear staining observed between the different gradations of OED (Table 

3.1.3).  

 There was no difference in nuclear and cytoplasmic p-JNK staining between the 

different sets of OSCC. Nevertheless, nuclear staining was highest in the OSCC groups, 

followed by OED and then the control group (p <0.001). These results indicate an inverse 

association between the level of p-JNK in the nucleus and the degree of tissue dysplasia (Table 

3.1.3).  

 
FoxO3a 

 Immunohistochemical analysis of FoxO3a revealed nuclear and cytoplasmic signal in 

both normal and dysplasic cells of all evaluated specimens (Figure 3.1.1). 

 A higher average number of cells with nuclear immunostaining was found in NOE 

compared to OED and OSCC (p <0.001). Most of this signal was strong (p <0.001) and 

moderate (p <0.001) (Table 3.1.2). We also observed a difference in nuclear signal between 

different gradations of OED (p = 0.010), with greater numbers of cells showing weak 

cytoplasmic signal in low risk OED (p = 0.029) (Table 3.1.3). 

 As seen in Table 3.1.4, we observed a difference in cytoplasmic immunostaining 

between high and low risk OSCC and OED (p = 0.040), with a higher level of staining in OSCC. 

This difference is better evidenced in cells displaying weak cytoplasm immunostaining, where 

a higher average number was observed in OSCC compared to NOE and HRD (p = 0,001), and 

in cells with moderate cytoplasm immunostaining, where a higher average number was 

observed in OSCC compared to low risk OED (p = 0.019). 

 
p-AKT 

 Immunohistochemical analysis of p-AKT revealed nuclear, perinuclear and cytoplasmic 

immunostaining in the dysplasic epidermoid cells of all evaluated specimens. Membrane 

staining was not observed in NOE (Figure 3.1.1). 

 We observed increased nuclear staining in OSCC compared to NOE and OED (p = 

0.002). A similar pattern was found for weak cytoplasmic immunostaining, where more OSCC 

cells displayed low cytoplasmic signal relative to the other groups (p <0.001). OED samples 

displayed greater numbers of cells with strong and moderate cytoplasmic immunostaining 

relative to OSCC samples (p=0.022 and 0.002, respectively). Regarding membrane marking, 

immunostaining was higher in OSCC compared to OED and NOE (p <0.001) (Table 3.1.2). 
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There was a difference in strong and moderate membrane labeling between the gradations of 

OED (p = 0.022 and 0.002, respectively) (Table 3.1.3). 

 As shown in Table 3.1.4, we observed greater perinuclear signal in low risk OED 

compared to OSCC (p = 0.029). We also observed membrane signal that increased with the 

degree of malignant differentiation (p <0.001), and correlated inversely to weak cytoplasmic 

signal (p <0.001). Interestingly, there was a greater level of moderate membrane staining in 

high risk OED samples compared to low risk OED and control samples (0 ± 0) (p <0.001). 

Finally, greater levels of strong membrane signal in OSCC samples relative to controls was 

observed (p = 0.008). 

 
KI-67 

 Analysis of Ki-67 revealed exclusive nuclear (nucleoplasm and nucleolus) 

immunostaining in both normal and dysplasic epidermoid cells of all evaluated specimens, with 

greater signal in the basal and parabasal layers of control samples (Figure 3.1.1). 

 The mean number of cells displaying nuclear Ki-67 was directly linked to the grade of 

cell differentiation (p <0.001), regardless of whether the signal was strong, moderate, or low 

staining (p <0.001) (Table 3.1.2). There was no difference in nuclear staining between the 

gradations of OED and OSCC (Table 3.1.3). The average number of cells positive for Ki-67 

was increased most significantly increased in the OSCC groups, followed by HRD, LRD and 

control groups (p <0.001). This association was further confirmed by stronger nuclear staining 

in OSCC compared with low-risk and control OED (p = 0.001). Moderate staining was greater 

in OSCC compared to OED and controls (p <0.001). Finally, mild staining was greater in OSCC 

and HRD compared to the controls (p <0.001) (Table 3.1.4). 

 
Correlations 

 To determine the possible interactions between the molecules studied and to better 

understand their functions and mechanisms of action in the OEDs and OSCCs, we built a 

diagram that shows a covariance structure model of the antitumor antibodies FoxO3a and p-

JNK, as well as KI-67 activation influenced by AKT in the cases of OSCC (Figure 3.1.2) and 

OED samples (Figure 3.1.3) of this research. The analyzed data were then further assessed using 

Pearson Correlation Test. 
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Discussion 

 This immunohistochemical study was designed to understand and relate the 

carcinogenesis of OED and OSCC through the PI3K/AKT signaling pathway, which has been 

extensively investigated in the tumorigenesis process of multiple types of cancers, including 

OSCCs. However, few studies have approached the association of potentially malignant oral 

lesions with deregulation of this pathway. 

 
p-JNK 

 In the samples we examined, specimens with dysplasia showed similar behavior to 

OSCC cases, with loss of nuclear p-JNK (Table 3.1.2). Nuclear p-JNK localization appears to 

be lost in the malignant lesion, as there were more cells with strong nuclear immunostaining in 

low-grade dysplasia compared to high grade (Table 3.1.3). These findings lead us to assume 

that the lower nuclear levels of p-JNK in these samples are related to the regulation of 

tumorigenesis. Similar research using human gastric cancer specimens found greater nuclear 

staining of p-JNK during early clinical stages of the tumor, in patients with higher survival 

rates, and correlated inversely with lymphatic invasion (Choi et al, 2016). Despite these 

findings suggesting a protective role of p-JNK, Choi et al (2016) found, through cell culture 

experiments, that the inhibition of p-JNK reduced the expression of D1 cyclin proteins and 

limited colony formation. This indicated that the activation of p-JNK (Nuclear JNK) is at least 

partially required for cell growth and proliferation in the early stages of cancer. However, we 

must consider that p-JNK does not have a single target, such as cyclins, but a large number of 

downstream substrates that are mostly nuclear transcription factors, cytoplasmic proteins and 

the mitochondrial membrane proteins (Wang et al, 2012). The tumor suppressor activity of JNK 

is closet related to its apoptotic function through a mitochondrial pathway (Davis, 2000), which 

can occur when p-JNK targets p53 by promoting its phosphorylation and subsequent 

accumulation and activation as a transcriptional regulator (Oleinik et al, 2007). 

 In this study, we did not observe differences in the p-JNK expression patterns in HRD 

and OSCC (Table 3.1.4), which led us to believe that malignant transformation of dysplasias 

may involve the same mechanisms of established malignant lesions. One possible explanation 

of this finding is that the cell has a fail-safe mechanism, which requires coordinated activity 

between JNK and P53 (Gowda et al, 2012). As P53 is often lost in OSCC and OEDs, the 

apoptosis may therefore not be induced by p-JNK, contributing to the oncogenic cellular 

transformation. This study did not conduct experiments with P53, which limited us to draw only 

theories to explain ours results and not make greater conjectures. Further research seeking to 
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analyze the crosstalk between P53 and p-JNK in the carcinogenesis process are therefore 

necessary.  

 Findings from previous work have demonstrated aberrant expression of JNK in many 

cancer cell lines, as well as in biopsy samples from cancer patients (Hui et al, 2008; Chang et 

al, 2009; Barbarulo et al, 2013). This suggests that JNK may contribute to the cellular 

transformation required for carcinogenesis (Bubici and Papa, 2014), as the individual depletion 

of various subtypes of JNKs can suppress tumor activity depending on the specificity of the 

tissue (Wagner and Nebreda, 2009). The pro-tumorigenic role of JNK in many types of cancer 

has led to increasing investigation into possible therapeutic avenues using this protein. 

However, inhibition of JNK can also be harmful (Bubici and Papa, 2014), as substantial 

evidence has implicated JNK as a tumor suppressor (Davis, 2000; Wagner and Nebreda, 2009). 

Thus, it is necessary to understand the molecular basis of the dual role of JNK in different 

tumors in order to validate the actual therapeutic potential of inhibiting it (Bubici and Papa, 

2014). One possible explanation for the opposing pro- and anti-tumorigenic roles of JNK is the 

regulation of many specific cellular targets in different cancer types, although many of these 

target proteins remain still unknown (Bubici and Papa, 2014). Other variables that affect the 

level of complexity of JNK regulation in tumorigenesis include the stimulus for activation, 

duration of activation and the context of its production (Du et al, 2004). 

 
FoxO3a 

 Here, we observed that the advance of malignance in dysplasias was accompanied by 

the gradual loss of nuclear FoxO3a immunostaining (Table 3.1.3), leading to similar qualitative 

immunostaining results as those observed in HRD and OSCCs (Table 3.1.4). The antitumor 

role of FoxO3a in OSCC has been previously demonstrated (Fang et al, 2011a, Fang et al 

2011b, Chi et al, 2015). Its nuclear localization is associated with decreased cell proliferation 

and increased apoptosis of tumor cells in vitro, as well decreased tumor size in vivo (Fang et al, 

2011b). Together with the results of the current work, these results suggest that the loss of 

nuclear FoxO3a is involved not only in established malignant lesions but also in the malignant 

transformation of oral dysplasia. To our knowledge, this is the first study that evaluates FoxO3a 

in the context of oral dysplasias.  

 However, recent research has shown an unexpected pro-tumorigenic role of FoxO, 

suggesting more complex activity of this protein in tumors (Hui et al, 2008, Tenbaum et al, 

2012, Osuka et al, 2013, Yu et al, 2016). Here, through the analysis of FoxO3a expression in 

situ, we found no evidence of a possible pro-tumorigenic role of this protein in the samples 
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examined. Previous work has demonstrated that in the early stages of a tumor, inactivating 

FoxO3a provides a proliferative advantage to neoplastic cells by increasing signaling through 

growth factor. In contrast, the later stages of tumor stress conditions, such as serum deprivation, 

hypoxia and oxidative stress, can reactivate FoxO3a and thus increase the survival of tumor 

cells (Li et al, 2012; Yu et al, 2016). These data underpin the findings of the present study, 

allowing us to propose that the inactivation of FoxO3a in dysplasias (i.e., early-stage malignant 

lesions), contributes in some way to their malignant progression. Furthermore, the inactivation 

of FoxO3a provides a proliferative advantage to OSCCs investigated in this study. Our samples 

were in the early stages of malignancy, as the sample was composed only of well differentiated 

and moderately differentiated tumours, with no poorly differentiated cases. Thus, the role of 

FoxO3a in tumorigenesis is context-dependent (Li et al, 2012), as its activity is controlled 

differently in specific tissues in response to various external stimuli and intensities (Calnan and 

Brunet, 2008). 

 We observed a significant increase in weak cytoplasmic immunostaining in the OSCCs 

group relative to the HRD group (Table 3.1.4). This may be due to a certain degree of protein 

degradation because FoxO can be ubiquitinated and degraded by cytoplasm proteasomes (Van 

der Heide et al, 2004). In this study, cytoplasmic immunostaining of FoxO3a near the 

membrane was observed both in the control group and in the dysplasias and OSCC samples; 

however, this parameter was not measured. 

 
p-AKT 

 The activity of Akt is modulated downstream of PI3K, and then the protein is recruited 

to the sites of plasma membrane and phosphorylated at two sites by PDK1 (phosphoinositide-

dependent kinase 1) (at Thr308, AKT1 residue) and mTORC2 (mammalian target of 

rapamycin) (Ser473, residue AKT1) (Nicholson and Anders, 2002; Dillon and Muller, 2010). 

This leads to AKT activation, where phosphorylated AKT dissociates from the plasma 

membrane and phosphorylates its targets in the cytoplasm and nucleus (Dillon and Muller, 

2010). The phosphorylation of these AKT targets is required for oncogenic transformation 

(Mende et al, 2001). However, the selection of the substrate can be affected by AKT 

localization within the cell location (Dufner et al, 1999), so it is therefore important to know 

the subcellular localization of this protein (Nicholson and Anders, 2002). Our current study 

assessed the immunostaining of p-AKT at the membrane, cytoplasm, nucleus and perinuclear 

regions. To our knowledge, this is the first study to evaluate activated AKT activated in the 

context of all levels of cellular location. 
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 AKT1 does not efficiently transform cells in culture unless it is bound to the plasma 

membrane (Mirza et al, 2000; Sun et al, 2001). Thus, pathological association of AKT with the 

plasma membrane is a common thread that connects AKT with cancer (Carpten et al, 2007). 

Here, we observed that the presence of p-AKT at the membrane was proportional to the degree 

of malignancy of the dysplasia (Table 3.1.3). This results gives us reason to believe that the 

malignant transformation process of oral lesions and oral cancer involves the AKT1 activation, 

and that activation of this protein is essential in the early stages of malignant transformation of 

oral lesions. 

 Interestingly, when analysing the intensity of immunostaining, we observed that the 

OSCC samples had a pattern of weak membrane immunostaining that was significantly higher 

than that seen in HRD and LRD. We also observed light cytoplasmic immunostaining that was 

significantly higher in OSCC than in HRD and the controls (Table 3.1.4). This result could be 

due to AKT nuclear translocation, as this is part of its activation process (Noguchi et al, 2014) 

and leads to reduction of Akt levels at the plasma membrane and in the cytoplasm (Dillon and 

Muller, 2010). In addition, the most sensitive mechanism to reduce AKT activity is autophagy 

(Degtyarev et al, 2008). This finding leads us to suggest that the lower expression of AKT at 

the membrane and in the cytoplasmic found in this study might also be related to the induction 

of autophagy.  

 Autophagy has been implicated both in tumor suppression (Takamura et al, 2011; White 

et al, 2012) as well as in promoting tumor growth (White et al, 2012). The activation of AKT 

in the plasmatic membrane analysed inhibits the autophagy induction and the AKT at the 

plasma membrane inhibits induction of autophagy, and translocation of AKT from the cytosol 

to lysosomes induces autophagy (Noguchi et al, 2014; Matsuda-Lennikov et al, 2014). AKT1 

and AKT2, but not AKT3, interact with the lysosomal protein Phafin2 (also known as EAPF or 

PLEKHF2). Furthermore, AKT-Phafin2 translocation to the perinuclear lysosomes has been 

implicated in autophagy (Noguchi et al, 2014; Matsuda-Lennikov et al, 2014). The perinuclear 

immunostaining of p-Akt in this study was found to be significantly higher in the LRD samples 

than in OSCCs (Table 3.1.4). It was also significantly higher in LRD when compared to HRD 

(Table 3.1.3), suggesting the involvement of autophagolysosomes in inhibiting the PI3K-AKT 

pathway in the early stages of progression of malignancy. The lower cytoplasmic and 

membrane levels of p-AKT we found in OSCC may contribute to autophagy; however, no 

statistically significant in these levels were observed when compared to the control group 

(Table 3.1.4). This may be explained because in the present study, despite presenting data 

related to the pathological staging of OSCC, the choice of these cases may have been biased 
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towards selection of lesions in early clinical stages, as we had limited access to the clinical 

assessments of the cases studied. Moreover, contrary to the methodology of Massarelli et al 

(2005), case controls in our current study did not exclude smoking and/or alcohol consumption. 

This may have influenced the immunohistochemical results, as previous cell culture 

experiments have shown that AKT activation occurs within a few minutes of when cells are 

exposed to cigarette substances in concentrations similar to those occurring in the individual 

smoker (West et al, 2002). 

 
Ki-67 

 Immunostaining with Ki-67 antibodies is well established as a quick and efficient 

method to evaluate the antiproliferative profile of neoplasias, as the protein binds to cells 

undergoing proliferation (Birajdar et al, 2014). In this study, Ki-67 immunohistochemical 

analysis revealed the protein exclusively in the nuclei of OSCC and OED cells, while in controls 

it was observed more commonly at the basal and parabasal layers. These findings corroborate 

the studies of Kobayashi et al (2010) and Hasegawa et al (2016), who suggested this protein as 

an important marker in the histopathologic scope of premalignant epithelial lesions. The 

presence of nuclear Ki-67 was significantly increased in OSCC compared to OED and the 

control (Table 3.1.2). It was also greater in OED samples compared to the control, revealing a 

direct relationship between KI-67 immunoreactivity and the grade of malignant cell 

differentiation and proliferation (Birajdar et al, 2014; Hasegawa et al, 2016). 

 Birajdar et al (2014) reported that immunostaining for Ki-67 increases with proliferative 

cellular activity and OED degree, suggesting this protein as an important marker of for 

proliferation and for sorting / grading in the OED based on greater expression in the suprabasal 

layers. In this study, we noted the same trend in the samples; however, Ki-67 expression did 

not differ between HRD and LRD (Table 3.1.3), regardless of the localization pattern. These 

findings lead us to believe that the lower level of Ki-67 seen in OED can be related to the state 

of proliferation and differentiation of OED. Kujan et al (2006) analysed immunostaining of Ki-

67 in HRD and LRD. The authors found lower levels in the basal, stratum spinosum and 

parabasal cell layers in LRD samples, while in the number of proliferating cells with positive 

staining for Ki-67 was higher in HDR, consistent with the degree of dysplasia. 

 This increased proliferation in parabasal layers of OED is probably related to loss of 

heterozygosity in 3p, 9p, and 17p, which serve a markers of differentiation, and increases the 

risk of neoplasias (Tabor et al, 2003; Birajdar et al, 2014). 
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 As seen in Figure 3.1.2, we observed that the presence of cytoplasmic AKT in OSCC 

was moderately but directly correlated with its membrane form. These findings are in agreement 

with the literature, as AKT activation begins at the membrane and carries out its various 

functions upon reaching the cytoplasm where it targets diverse substrates (Nicholson and 

Anderson, 2002; Gonzalez and McGraw, 2009; Dillon and Muller, 2010). Interestingly, we did 

not observe this association in OED samples (Figure 3.1.2), which leads us to suggest that the 

activation of AKT in these injuries could happen through a mechanism that does not involve 

the classic mode of AKT activation; that is, through its prior activation at the membrane. Recent 

studies have demonstrated that other kinases can interact with AKT and induce cellular 

transformation without requiring the PI3K signaling pathway (Mahajan et al, 2010; Joung et al, 

2011; Xie et al, 2011; Guo et al, 2011; Mahajan and Mahajan 2012). Ser / Thr kinase I-κ-B 

kinase epsilon (Iκκε) has the ability to activate AKT regardless of the PH domain and without 

requiring PI3K, mTORC2, or PDK1 (Xie et al, 2011; Guo et al, 2011). The non-receptor 

tyrosine kinase Ack I (activated CDC42-associated kinase 1) is able to recruit and activate AKT 

by inducing the phosphorylation of Tyr176 residue without necessitating PI3K activity 

(Mahajan et al, 2010). Additionally, TBK1 (TANK-binding kinase I) interacts with and 

activates AKT in a PI3K-independent manner (Joung et al, 2011). Other kinases involved in 

this pathway include protein kinase 6, Src (cellular Src kinase), DNA-PK (DNA-dependent 

protein kinase) and ATM (ataxia telangiectasia mutated protein) (Mahajan and Mahajan 2012). 

 As previously discussed, we found here that autophagy, denoted by the presence of 

perinuclear AKT (Matsuda-Lennikov et al, 2014; Noguchi et al, 2014), was primarily observed 

in OED (especially in LRD) rather than in the OSCC. Interestingly, Figure 3.1.2 shows that in 

OSCC, the cell autophagy process is directly related to increased cell proliferation, represented 

by immunostaining of KI-67. This finding leads us to suggest a different role for autophagy in 

OSCC compared to that observed in OED, and it emphasizes that cell autophagy is context 

dependent (White et al, 2012). Similar research has found a direct association between markers 

related to autophagy and Ki-67 in breast cancer samples (Ueno et al, 2016). A link between 

nuclear AKT and greater cell proliferation rates is expected, as AKT targets certain nuclear 

substrates and its nuclear localization is a requirement for activation (Noguchi et al, 2014). The 

presence of nuclear p-AKT was found during similar studies of oropharyngeal squamous cell 

cancer, revealing a significant inverse correlation with the immunoexpression of nuclear PTEN 

(Yu et al., 2007).  

 Nuclear AKT immunostaining provided a strong and direct correlation with cytoplasmic 

JNK (Figure 3.1.2). A direct connection between JNK and the AKT pathway has not been found 
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(Kim et al, 2001). However, the association between JNK and AKT appears to involve cross-

talk with FoxO3a, as previously discussed. Furthermore, increased AKT activity may lead to 

suppression of the apoptotic activity of JNK (Kim et al, 2001; Fey et al, 2012), allowing its 

activity to be only proliferative (Fey et al, 2012). Kim et al (2001) found that Akt suppresses 

apoptotic activity of JNK through phosphorylation and subsequent inactivation of ASK1 

(signal-regulating kinase 1), which is responsible for activating MKK4 (mitogen-activated 

protein kinase kinase 4) and MKK7 ( mitogen-activated protein kinase kinase 7). The latter 

proteins are directly involved in activation of JNK. As previously discussed, we assume that in 

the tumor context of OSCC used here, nuclear AKT may be heavily involved in the relocation 

of JNK to the cytoplasm, thereby preventing it from acting on nuclear transcription factors that 

may have tumor suppressor role. 

 As show Figure 3.1.3, we observed in OEDs a weak inverse correlation between the 

presence of membrane and nuclear AKT. As previously discussed, the nuclear translocation of 

AKT reduces its levels at the membrane and in the cytoplasm, affecting the phosphorylation of 

substrates in these cellular compartments (Dillon and Muller, 2010). Nuclear translocation also 

increases its influence on specific nuclear targets, generating, among other things, progression 

of the cell cycle and suppression of apoptosis (Martelli et al, 2012). Despite not knowing 

exactly how AKT enters the nucleus (Martelli et al, 2012), it is important to note here is we 

identified its nuclear localization in OEDs and in OSCCs, with statistically significant 

differences between the two (Table 3.1.2). The presence of nuclear AKT is found in several 

types of cancer, such as lung (Lee et al, 2002), breast (Nicholson et al, 2003), thyroid (Vasko 

et al, 2004), prostate (Van de Sande et al, 2005) and invasive cellular carcinomas of the head 

and neck (Giudice et al, 2011). Here, we also found nuclear AKT in premalignant lesions in 

this study, which leads us to suggest that AKT in the nucleus is involved in the process of 

malignant transformation cell. 

 Cytoplasmic localization of JNK had a moderate inverse correlation with perinuclear 

localization of AKT (Figure 3.1.3). As previously noted, although a direct connection between 

AKT and JNK has not yet been found (Kim et al, 2001), we can suggest based on this finding 

that the process of cellular autophagy, indicated by the presence of AKT perinuclear (Matsuda-

Lennikov et al, 2014; Noguchi et al, 2014), is connected with the reduction of cytoplasmic 

JNK. Zhou et al (2015) previously warned about the need to investigate the crosstalk between 

the JNK pathaway and other autophagic signaling pathways. Additional research has found that 

cytoplasmic and nuclear JNK are involved in cell autophagy (Mehrpour et al, 2010). However, 
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according to Zhou et al (2015), the JNK signalling pathway is extremely complicated and little 

is known about its role in autophagy. 

 Membrane localization of AKT was moderately inversely correlated with the presence 

of nuclear FoxO3a (Figure 3.1.3). These results are consistent with those reported in the 

literature, as the phosphorylation and subsequent activation of AKT results in the sequestration 

of FoxO away from the nucleus in the cytoplasm (Van der Heide et al, 2004). Thus, as seen in 

the present work, the loss of nuclear FoxO3a and with its subsequent relocation to the cytoplasm 

shows a process involved in the malignant transformation of the OED. 

 In conclusion, we emphasize that this study has limitations because it is based solely on 

immunohistochemistry, and this technique can only assess protein expression and not the 

mRNA. However, using this method, we conclude that the malignant transformation process of 

the OED investigated here may involve the same mechanisms as established malignant lesions. 

Furthermore, the cellular localization of the proteins investigated has a direct role in their 

functions whithin the tumor microenvironment. This is especially true for the antitumorigenic 

activity of p-JNK and FoxO3a in both OEDs and OSCCs. Lastly, we found autophagy to be 

dependent on the context, based on a direct correlation between autophagy and cell proliferation 

only in cases of OSCC. This allowed us to conclude that, in these cases, autophagy has a pro-

tumorigenic role. 
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FIGURES 
 

 
 
Figure 3.1.1: P-Akt immunoreactivity was found in the membrane, cytoplasm, nucleus and 
perinucleus of malignant cells. In the NOE (B1), there was a weak cytoplasmatic staining 
(arrow) and absence of immunoreactivity of p-AKT membrane (higher magnification). In OED 
we found a bigger and stronger cytoplasmic immunostaining as it takes the high-risk 
classification (higher magnification) and observed a prevalence of moderate cytoplasmic 
immunostaining in B2 (arrow) and a greater prevalence of strong cytoplasmic immunostaining 
in B3 (arrow). Immunoreactivity of P-AKT was most observed in the membrane, cytoplasm, 
nucleus and perinuclear region of OSCC cells (higher magnification in B4 and B5). In B4 it is 
shown a higher perinuclear marking (arrow) and in B5 it is observed higher nuclear staining 
(arrow). P-JNK immunoreactivity was found in the nucleus and cytoplasm of OSCC, OED and 
NOE. There was a higher strong nuclear immunostaining directly associated with the gradation 
control (C1) to OED (C2 and C3) and OSCC (C4 and C5), in C1 we observed a predominance 
of strong nuclear staining (greater magnification and arrow) while in C4 further weak nuclear 
immunostaining is more evident (greater magnification and arrow). nuclear P-JNK expression 
in OSCC appears to be lost to the malignant transformation of the lesion advances. FOXO3a 
immunoreactivity was found in the nucleus and cytoplasm of malignant, dysplastic and NOE 
cells. The loss of Nuclear expression in FOXO3a looks similar to the patterns observed in p-
JNK, showing a predominance of strong nuclear staining in D1 (arrow), moderate and weak 
nuclear staining in D2 and D3 (greater magnification and arrow). Nuclear marking absence was 
more observed in OSCC (higher magnification D4 and D5). Greater cytoplasmic staining was 
observed in OSCC with the weak cytoplasmic labeling in D4 and and the moderate in D5 (arrow 
and higher magnification). The Ki-67 immunoreactivity was found in the nucleoplasm and the 
nucleolus of malignant cells (higher magnification and arrows and E4 and E5), and in NOE 
immunostaining was restricted to basal and parabasal layers epithelial layers (E1). The intensity 
and number of Ki-67 immunostained cells increases with progression of the malignant disease 
cells. (LSAB, 400x).  
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Figure 3.1.2: Path diagram depicting the covariance structure model of OSCC immunostaining 
profile. Rectangles represent manifest (measured) variables. Single-headed arrows represent 
correlations between the immunostaining patterns. Numbers adjacent to arrows are 
standardized path coefficients. Variables on the left are assumed to be causally prior to those 
on the right. *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001. 
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Figure 3.1.3 Path diagram depicting the covariance structure model of Oral Epithelial 
Dysplasias immunostaining profile. Rectangles represent manifest (measured) variables. 
Single-headed arrows represent the correlations between the immunostaining patterns.  
Numbers adjacent to arrows are standardized path coefficients. Variables on the left are 
assumed to be causally prior to those on the right.  *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001. 
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TABLES 

Table 3.1.1: Antibody specifications 
 

Antibody Specification Flask / 
concentration 

Brand Positive 
Control 

Dillution Incubation 
Time 

Antigenic 
Retrieval 
Method 

 

Anti-AKT1 (phospho 
S473) 

Rabbit mono ab - 
clone EP2109Y 100g Abcam Cervical 

cancer 1:100 Overnight Trylogy ph6  

Anti-JNK1 + JNK2 + 
JNK3 (phospho T183+T 

183+T221) 

Rabbit mono ab - 
clone EPR5693 

100g / 100 µl / 
1.071 - 1.732 mg/ml Abcam Brain 1:100 2 hours Citrate ph6 

 

Anti-FoxO3A Rabbit poli ab 100g / 50 µl / 1.1 - 
1.12 mg/ml Abcam Cervical 

cancer 

1:100 
(OSCC) 
1:400 
(OED) 

60 min Citrate ph6 

 

Ki-67 Rabbit mono ab 100 µg / 0.9 - 1 
mg/ml Abcam Lymph 

node 1:300 Overnight Citrate ph6  
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Table 3.1.2: Mean and intensity of immunostained cells in membrane, cytoplasm and nucleus 
of oral epithelial dysplasia and oral squamous cell carcinoma. 
 

  cells  
Antibody/Staining NOE OED OSCC       p 
p-AKT - nuclear  1.8±4.7 7.9±8.1 21.2±19.0*† 0.002 
p-AKT - perinuclear 14.3±8.1 20.2±10.0 15.1±9.5 0.181 
p-AKT - strong cytoplasmic 14.9±7.6 16.1±11.0 8.2±6.8* 0.022 
p-AKT - moderate cytoplasmic 44.8±9.5 35.8±8.4 28.2±12.3* 0.002 
p-AKT - weak cytoplasmic 39.5±10.9 42.8±12.3 59.9±15.7*† <0.001 
p-AKT - negative cytoplasmic 0.8±0.6 5.2±4.6* 6.1±5.5* 0.032 
p-AKT - strong membrane 0.0±0.0 10.1±10.3 17.7±19.7* 0.025 
p-AKT - moderate membrane 0.0±0.0 20.0±12.2* 18.9±11.9* 0.001 
p-AKT - weak membrane 0.0±0.0 19.3±7.8* 52.6±21.7*† <0.001 
p-AKT - negative membrane 100.0±0.0 50.6±23.7* 33.9±20.8*† <0.001 
Ki67 - strong nuclear   1.9±2.0 11.8±10.6 48.1±49.6*† <0.001 
Ki67 - weak nuclear  8.6±3.1 13.3±3.9* 16.3±4.8* <0.001 
Ki67 - moderate nuclear  3.3±1.2 7.3±3.2 20.2±7.4*† <0.001 
Ki67 – nuclear  12.3±4.1 25.8±9.1* 54.6±16.8*† <0.001 
p-JNK - strong nuclear 48.3±13.7 11.0±10.3* 1.1±1.3*† <0.001 
p-JNK - weak nuclear  9.9±7.6 32.5±12.0* 49.8±19.5*† <0.001 
p-JNK - moderate nuclear  14.4±10.8 19.7±15.5 17.7±20.5 0.844 
p-JNK - negative nuclear  27.5±13.0 36.9±18.4 31.4±14.3 0.421 
p-JNK - strong cytoplasmic 0.1±0.3 0.4±0.4 0.9±1.0 0.090 
p-JNK - weak cytoplasmic 21.5±42.0 25.0±24.5 17.4±16.5 0.587 
p-JNK - moderate cytoplasmic 0.2±0.4 2.2±3.6 1.8±1.8 0.402 
p-JNK - negative cytoplasmic  78.2±41.8 72.3±26.7 80.0±16.7 0.606 
FoxO3a - strong nuclear  13.5±4.8 3.2±5.4* 0.0±0.1*† <0.001 
FoxO3a - weak nuclear  8.8±2.6 15.6±11.9* 3.3±3.8†*† <0.001 
FoxO3a - moderate nuclear  68.6±10.7 15.8±16.9* 0.6±0.8*† <0.001 
FoxO3a - negative nuclear  9.1±3.6 65.4±25.4* 96.1±4.3*† <0.001 
FoxO3a - strong cytoplasmic 0.0±0.0 19.5±32.7 5.0±14.4 0.102 
FoxO3a - weak cytoplasmic 10.0±13.8 19.7±16.9* 41.6±27.0*† 0.002 
FoxO3a - moderate cytoplasmic 83.5±10.6 35.4±36.4* 46.4±28.4 0.014 
FoxO3a - negative cytoplasmic  6.5±4.9 25.3±28.6 7.0±8.8† 0.015 
NOE: normal oral epithelium; OED: oral epithelial dysplasia; OSCC: oral squamous cell 
carcinoma 
*p<0.05 versus NOE, †p<0.05 versus OED, Text ANOVA/Bonferroni (media ± DP). 
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Table 3.1.3: Mean and intensity of immunostained cells in membrane, cytoplasm and nucleus 
of low and high-risk oral epithelial dysplasia. 
 
  OED   
 Antibody/Staining Low Risk High Risk p 
p-AKT - nuclear  9.71±9.58 6.11±6.25 0.333 
p-AKT - perinuclear 25.10±8.06 15.25±9.55 0.022 
p-AKT - strong cytoplasmic 15.93±10.59 16.36±11.91 0.933 
p-AKT - moderate cytoplasmic 34.12±5.75 37.50±10.41 0.384 
p-AKT - weak cytoplasmic 45.60±13.01 40.01±11.43 0.321 
p-AKT - negative cytoplasmic 4.4±2.8 6.1±5.5 0.407 
p-AKT - strong membrane 3.33±4.37 16.92±10.09 0.002 
p-AKT - moderate membrane 11.60±8.06 28.33±9.64 0.001 
p-AKT - weak membrane 17.65±4.96 20.87±9.91 0.375 
p-AKT - negative membrane 67.4±11.3 33.9±20.8 <0.001 
Ki67 - strong nuclear   8.30±7.51 15.33±12.38 0.142 
Ki67 - weak nuclear  12.26±3.68 14.32±4.02 0.247 
Ki67 - moderate nuclear  6.87±3.87 7.81±2.57 0.530 
Ki67 – nuclear  23.79±9.76 27.77±8.34 0.340 
p-JNK - strong nuclear 15.47±11.33 6.50±7.25 0.049 
p-JNK - weak nuclear  29.35±11.01 35.59±12.61 0.254 
p-JNK - moderate nuclear  22.17±14.07 17.14±17.16 0.483 
p-JNK - negative nuclear  33.03±15.50 40.78±20.99 0.360 
p-JNK - strong cytoplasmic 0.32±0.28 0.51±0.47 0.286 
p-JNK - weak cytoplasmic 25.37±23.37 24.67±26.87 0.951 
p-JNK - moderate cytoplasmic 2.09±3.19 2.39±4.20 0.859 
p-JNK - negative cytoplasmic  72.22±25.85 72.46±28.87 0.985 
FoxO3a - strong nuclear  4.39±6.50 1.96±4.04 0.331 
FoxO3a - weak nuclear  21.25±12.03 9.98±9.02 0.029 
FoxO3a - moderate nuclear  22.83±13.08 8.76±18.02 0.061 
FoxO3a - negative nuclear  51.51±15.00 79.28±26.71 0.010 
FoxO3a - strong cytoplasmic 18.58±30.69 20.51±36.24 0.899 
FoxO3a - weak cytoplasmic 29.12±18.39 10.33±8.28 0.012 
FoxO3a - moderate cytoplasmic 26.87±26.80 43.89±43.81 0.311 
FoxO3a - negative cytoplasmic  25.42±22.42 25.27±35.00 0.991 

OED: oral epithelial dysplasia 
*p<0.05, Test t de Student (media ± DP). 
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Table 3.1.4: Mean and intensity of immunostained cells in membrane, cytoplasm and nucleus 
of low and high-risk oral epithelial dysplasia and oral squamous cell carcinoma. 
 
  OED   

Antibody/Staining NOE Low Risk High Risk OSCC p 
p-AKT - nuclear  1.8±4.7 9.71±9.58 6.11±6.25 21.2±19.0*†‡ 0.005 
p-AKT - perinuclear 14.3±8.1 25.10±8.06 15.25±9.55 15.1±9.5† 0.029 
p-AKT - strong cytoplasmic 14.9±7.6 15.93±10.59 16.36±11.91 8.2±6.8 0.055 
p-AKT - moderate cytoplasmic 44.8±9.5 34.12±5.75 37.50±10.41 28.2±12.3* 0.005 
p-AKT - weak cytoplasmic 39.5±10.9 45.60±13.01 40.01±11.43 59.9±15.7*‡ 0.001 
p-AKT - negative cytoplasmic 0.8±0.6 4.4±2.8 6.1±5.5* 3.7±3.3 0.047 
p-AKT - strong membrane 0.0±0.0 3.33±4.37 16.92±10.09 17.7±19.7* 0.008 
p-AKT - moderate membrane 0.0±0.0 11.60±8.06 28.33±9.64*† 18.9±11.9* <0.001 
p-AKT - weak membrane 0.0±0.0 17.65±4.96 20.87±9.91* 52.6±21.7*†‡ <0.001 
p-AKT - negative membrane 100.0±0.0 67.4±11.3* 33.9±20.8*† 10.8±11.5*†‡ <0.001 
Ki67 - strong nuclear   1.9±2.0 8.30±7.51 15.33±12.38 48.1±49.6*† 0.001 
Ki67 - weak nuclear  8.6±3.1 12.26±3.68 14.32±4.02* 16.3±4.8* <0.001 
Ki67 - moderate nuclear  3.3±1.2 6.87±3.87 7.81±2.57 20.2±7.4*†‡ <0.001 
Ki67 – nuclear  12.3±4.1 23.79±9.76 27.77±8.34* 54.6±16.8*†‡ <0.001 
p-JNK - strong nuclear 48.3±13.7 15.47±11.33* 6.50±7.25* 1.1±1.3*† <0.001 
p-JNK - weak nuclear  9.9±7.6 29.35±11.01 35.59±12.61 49.8±19.5*† <0.001 
p-JNK - moderate nuclear  14.4±10.8 22.17±14.07 17.14±17.16 17.7±20.5 0.865 
p-JNK - negative nuclear  27.5±13.0 33.03±15.50 40.78±20.99 31.4±14.3 0.415 
p-JNK - strong cytoplasmic 0.1±0.3 0.32±0.28 0.51±0.47 0.9±1.0 0.166 
p-JNK - weak cytoplasmic 21.5±42.0 25.37±23.37 24.67±26.87 17.4±16.5 0.787 
p-JNK - moderate cytoplasmic 0.2±0.4 2.09±3.19 2.39±4.20 1.8±1.8 0.602 
p-JNK - negative cytoplasmic  78.2±41.8 72.22±25.85 72.46±28.87 80.0±16.7 0.804 
FoxO3a - strong nuclear  13.5±4.8 4.39±6.50* 1.96±4.04* 0.0±0.1*† <0.001 
FoxO3a - weak nuclear  8.8±2.6 21.25±12.03* 9.98±9.02 3.3±3.8*† <0.001 
FoxO3a - moderate nuclear  68.6±10.7 22.83±13.08* 8.76±18.02*† 0.6±0.8*† <0.001 
FoxO3a - negative nuclear  9.1±3.6 51.51±15.00* 79.28±26.71*† 96.1±4.3*†‡ <0.001 
FoxO3a - strong cytoplasmic 0.0±0.0 18.58±30.69 20.51±36.24 5.0±14.4 0.208 
FoxO3a - weak cytoplasmic 10.0±13.8 29.12±18.39 10.33±8.28 41.6±27.0*‡ 0.001 
FoxO3a - moderate cytoplasmic 83.5±10.6 26.87±26.80* 43.89±43.81 46.4±28.4 0.019 
FoxO3a - negative cytoplasmic  6.5±4.9 25.42±22.42* 25.27±35.00* 7.0±8.8 0.040 

NOE: normal oral epithelium; OED: oral epithelial dysplasia; OSCC: oral squamous cell 
carcinoma 
*p<0.05 versus NOE, †p<0.05 versus Low Risk OED, ‡p<0.05 versus High Risk OED; Test 
ANOVA/Bonferroni (media ± DP). 
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3.2 Capítulo 02: Loss of heterozygosity and immunoexpression of PTEN in oral epithelial 

dysplasias and squamous cell carcinoma.  
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Abstract 
 

BACKGROUND: Oral Epithelial Dysplasia (OED) is a risk factor for developing subsequent 

oral squamous cell carcinomas (OSCC). Loss of heterozygosity (LOH) profiles have been 

validated as risk predictors of malignant transformation of OED. It is still unknown if PTEN 

allelic loss also occurs in initial stage malignant lesions and if the allelic loss is involved as one 

of the mechanisms of oral carcinogenesis. OBJECTIVE: To analyse LOH avaluation in two 

chromosomal regions of PTEN in OEDs and OSCCs samples, and immunohistochemical of the 

PTEN protein and compare if LOH of this gene is involved in protein expression. METHODS: 

Formalin-fixed paraffin-embedded samples of 19 OED and 16 OSCC were included to 

immunohistochemistry and LOH analysis. For the immunohistochemical study, 5 random fields 

with greater immunoreactivity were photomicrographed and it was done the count of 

keratinocytes which showed cytoplasmic and nuclear staining. For LOH analysis, 2 

polymorphic microsatellite markers (AFMA086WG9 and D10S1765) localizing to 

chromosomes 10 were used to detect LOH. RESULTS: AFMA086WG9 marker demonstrated 

allelic retention in 89.5% of OEDs cases and in 100% of OSCCs cases. D10S1765 marker 

demonstrated LOH in 57.2% of OEDs and 50% of OSCCs. Higher nuclear immunostaining 

was detected in cases of OSCCs when compared to OEDs and control group (p <0.001) and 

strong cytoplasmic immunostaining was more present in OSCCs (p <0.045). CONCLUSIONS: 

We provide evidence that the allelic loss of PTEN is present in premalignant oral lesions and 

OSCCs, however the LOH of PTEN seems not to influence its protein expression. 

 

Keywords: Loss of heterozygosity; oral epithelial dysplasia; oral squamous cell carcinoma; 
PTEN; immunohistochemistry. 
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Introdução 
 

O câncer é um problema de saúde pública mundial, apresentando uma alta incidência e 

elevado índice de mortalidade.1 O câncer oral possui a 6ª maior taxa de mortalidade dentre os 

cânceres humanos, sendo o carcinoma epidermóide oral (CEO) o subtipo mais frequente.1,2 

Lesões potencialmente malignas (LPMs) estão associadas à carcinogênese oral, e CEOs têm 

sido documentados em associação ou precedidos por LPM, e sua presença pode representar 

fator de risco para o desenvolvimento do CEOs.3 O exame histopatológico das LPMs deve 

demonstrar displasia epitelial para predizer malignidade.4,5 Entretanto, a progressão para o 

fenótipo maligno não é observada na maioria das LPMs e soma-se a isso, a baixa 

reprodutibilidade dos critérios de classificação microscópica das lesões displásicas que é muito 

baixa, o que gera significativas divergências em termos diagnósticos.4,6,7 Assim, a identificação 

de marcadores moleculares que possam sinalizar o comportamento e a transformação maligna 

são muito relevantes, levantando a busca para a identificação de genes e proteínas preditores de 

prognóstico.   

 PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) é um supressor 

tumoral que atua na via PI3K/AKT, uma das mais desreguladas no câncer.8 Seus principais 

substratos são PIP3 (Phosphatidylinositol triphosphate) e o oncogene AKT (Protein kinase B), 

os quais são importantes sinalizadores para o crescimento, proliferação e sobrevida celular.9-12 

A perda de PTEN têm sido relatadas em uma variedade de LPMs e cânceres humanos, incluindo 

CEO.13 Recentes estudos têm evidenciado que a perda alélica ou perda de heterozigosidade 

(LOH) está envolvida na predição de transformação maligna de leucoplasias orais6,14 

mostrando-se relacionada na perda funcional de genes supressores tumorais (TSGs).15,16 
 Estudos com CEOs,17 cânceres de cabeça e pescoço18 e diversas localizações9,10,15,19-27 

mostram LOH no locus 10q-23.3, onde está localizado o gene PTEN. Entretanto, ainda não está 

totalmente conhecido se a perda alélica de PTEN ocorre também em estágios iniciais de lesões 

malignas e se esse fenômeno gênico se mostra envolvido na carcinogênese oral. 

Nesse contexto, este estudo buscou realizar a análise de LOH em duas regiões 

microssatélites de PTEN (intergênica e intragênica) em amostras de DEOs e CEOs com 

diferentes gradações histológicas de malignidade, e também a avaliação imunoistoquímica da 

proteína PTEN, a fim de investigar se a LOH desse gene se mostra envolvida na expressão 

proteica em diferentes estadiamentos histológicos de DEOs e CEOs.  

 

Material e Métodos 



71 

 

Delineamento do estudo e amostra 

 Foi realizado um estudo observacional, analítico e transversal, o qual foi previamente 

aprovado pelo comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará sob protocolo no 

94432. A população do estudo foi compreendida por blocos de parafina oriundos de biópsias 

incisionais de lesões malignas orais (carcinomas epidermóides orais) e potencialmente malignas 

(com diferentes graus histopatológicos de displasias epiteliais) de pacientes atendidos no 

Ambulatório de Estomatologia da Universidade Federal do Ceará – Campus Sobral no período 

de dezembro de 2012 a março de 2016. 

 Foram incluídos 20 casos de DEO, 20 casos de CEO e 5 casos de mucosa oral 

morfologicamente normal. As amostras de DEOs foram gradadas e classificadas em baixo e 

alto risco de malignidade para predição de transformação maligna5,28 e as amostras de CEOs 

foram gradadas e classificadas em baixo e alto grau de malignidade.29 Os registros dos casos de 

DEOs foram revistos e nenhum dos pacientes portadores de DEO apresentava história prévia 

ou atual de câncer oral.  

 

Extração de DNA 

Para realizar a microdissecção manual das amostras, após confirmação diagnóstica, os 

casos de DEOs e CEOs corados em hematoxilina-e-eosina (H&E) foram revisados por um 

patologista no microscópico óptico (aumento de 100X) para identificação e delimitação do 

tecido normal e tecido epitelial lesional.  

Na amostra de DEO, o epitélio foi microdissecado sendo considerado como tecido 

lesional, fonte de DNA lesional, e o tecido conjuntivo subjacente usado como o controle, fonte 

de DNA de tecido não lesional. Lâmina própria e submucosa foram considerados como tecidos 

normais, enquanto que o tecido epitelial com aspecto histológico de normalidade não foi 

considerado o tecido normal, e descartados face a possibilidade do campo de cancerização.  

Na amostra de CEO, áreas do parênquima tumoral foram microdissecados, sendo 

considerado o tecido lesional, fonte de DNA lesional, áreas que apresentavam invasão tumoral 

e com alterações citológicas. O estroma subjacente não tumoral distante ou outros tecidos 

adjacentes como adiposo ou linfoide, foram usados como o controle não lesional, ou seja, fonte 

de DNA de tecido não lesional correspondente. 

 DNA foi extraído usando o kit QIAamp® DNA FFPE Tissue, de acordo com as 

recomendações do fabricante (Qiagen, Hilden, Germany), após desparafinização. Para 

mensurar a concentração e pureza do DNA de cada tecido, foi utilizado o equipamento 

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA), utilizando os valores de 1,7-
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1,9 para a razão de absorbância A260/A280 e 2,0 para a razão A260/230 como referência. A 

integridade do DNA foi inicialmente analisada com o primer do gene β-globulina. 

 

Análise da LOH 

 A análise LOH foi realizada de forma cega para os resultados da avaliação 

histopatológica. Em virtude de perdas decorrentes do processamento, foram analisados 19 casos 

de DEO e 16 casos de CEO. 

 Foi realizado a amplificação dos tecidos normais e lesionais através da Polimerase 

Chain Reaction (PCR), utilizando dois marcadores de região microssatélites AFMA086WG9 

(154bp) e D10S1765 (175bp), próximas ao gene PTEN, localizados nas regiões cromossômicas 

10q23.3 e 10q23.31 respectivamente, conforme descritos na literatura.6,27 

 A sequência utilizada para o marcador AFMA086WG9 foi: forward, 5´-

AAATGTACGGTTCATTGACTT-3´ FAM; reverse, 5´-GACTGACTACAAATGGGCA-3´. 

Para o marcador D10S1765, a sequencia utilizada foi: forward, 5´-

ACACTTACATAGTGCTTTCTGCG-3´ VIC; reverse, 5´-CAGCCTCCCAAAGTTGC-3´. 

 Para a PCR com os marcadores microssatélites foi realizado um mix contendo 2 a 4µL 

da amostra de DNA genômico, 3.75µL de desoxirribonocleotídeo trifosfato (dNTP), 1.5µL de 

tampão de PCR, 0.75µL de cloreto de magnésio, 0.25µL de cada primer (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA) (foward e reverse) e 0,12µL de Taq DNA Polimerase Recombinante 

(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA) e 6,38µL de água de injeção (Eurofarma, São 

Paulo, Brasil), obtendo-se um volume final de 15µL. As condições da PCR serão as mesmas 

para os tecidos normais e lesionais. 

 Dentre as condições térmicas da PCR, a desnaturação inicial de 95 ˚C por 10 minutos 

foi seguida dos ciclos de amplificação (desnaturação a 96oC por 10 segundos, anelamento a 

64oC por 30 segundos e extensão a 70oC por 30 segundos para o marcador D10S1765; e 96oC 

por 10 segundos, 58oC por 30 segundos e 70oC por 30 segundos para o marcador 

AFMA086WG9) e de uma extensão final de 70oC por 30 segundos, perfazendo um total de 45 

ciclos (adaptado de Bae et al.20 e Farias et al.30). 

 Todos os PCRs foram realizados para os tecidos normais e alterados sob as mesmas 

condições. Os produtos amplificados foram detectados em gel de poliacrilamida 8% e em 

seguida submetidos a eletroforese capilar em um sequenciador ABI PRISM 310 (Applied 

Biosystem, Foster City, CA). A intensidade de coloração e espessura das bandas são parâmetros 

para a diluição dos produtos da PCR de acordo com os pares de cada marcador microssatélite, 

sendo utilizadas para análise de perda alélica, determinando-se a diluição de alguns produtos 
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de PCR em água milliQ, na proporção de 1:5 a 1:20 bem como a não diluição de alguns 

produtos, variando de 1:0 a 3:0 (apenas produto PCR). Em seguida, 1-3µL do produto foi 

homogeneizado com 12µL de formamida e 0,5µL de padrão (Genescan 500 Liz – Applied 

Byossistem). Ao final, foram inseridos na placa 9µL (Microplate PCR-96-AB-C, Union City, 

CA, EUA) e em seguida desnaturados por 5 minutos a 95o no termociclador para análise por 

eletroforese capilar pelo equipamento ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA). 

 Para a análise das corridas, foi utilizado o software GeneMapper software version 3.0 

(Applied Biosystem, Foster City, CA) interligado com Excel spreadsheet. A LOH foi calculada 

de acordo com a razão entre a altura do alelo curto do tecido normal dividido por seu alelo 

longo e a altura do alelo curto do tecido lesional dividido pela altura de seu alelo longo. Foi 

considerada LOH quando um dos alelos (pico) do tecido lesional estivesse ausente ou menor 

em mais de 50% da sua altura, comparada com os alelos do tecido normal (escore < 0,5 ou > 

2,0). As amostras que apresentarem valores entre 0,5 e 2,0 foram consideradas casos de retenção 

alélica.6,27,31  

 A frequência de perda alélica (fraction of allelic loss) foi calculada para cada amostra e 

marcador. O cálculo foi realizado pela razão entre o número de loci que apresentaram LOH e o 

número de loci que foram informativos.27  

 

Reacão imunoistoquímica  

Para a reação imunoistoquímica, após a confirmação diagnóstica, os espécimes foram 

submetidos a cortes 3µm de espessura e montados em lâminas de vidro previamente preparadas 

com adesivo à base de organosilano (3-aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co®, St 

Louis, MO, USA). Todas as amostras de tecido foram processadas utilizando métodos padrão, 

e secções em série foram utilizadas para a reação. 

Após desparafinização e reidratação, as lâminas foram submetidas a recuperação 

antigênica induzida por calor Panela Pascal (pressurizada) (DakoCytomation), onde as secções 

foram submetidas a temperatura de até 125-126°C, por 30 segundos em solução de recuperação 

antigênica Citrato pH 6,0 (ácido cítrico – 0,1 M). Seguiu-se a lavagem pós-recuperação com 

PBS/Twenn e o bloqueio da Peroxidase Endógena em solução de peróxido de hidrogênio a 3% 

por 20 minutos com troca de solução a cada 10 minutos. Após nova lavagem com PBS/Tween, 

seguiu-se o bloqueio da Proteinase (Albumina 1%) por 10 minutos à temperatura ambiente 

(25oC). Posteriormente o material foi examinado e submetido a técnica de estreptavidina-

biotina (LSAB® Labelled Streptavidin-Biotin) - através da detecção indireta simples de 
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moléculas com uso do anticorpo primário anti-PTEN (Rabbit policlonal, Abcam®, [ab31392], 

anticorpo policlonal de coelho) na diluição de 1:400, overnight a uma temperatura de 4°C, 

seguindo as recomendações estabelecidas pelo fabricante. Seguiu-se a incubação secundária 

com o Kit Dako LSAB Biotina (DAKO®, Carpentaria, CA, EUA) durante 10 minutos à 

temperatura ambiente. Uma nova lavagem com P.B.S/Twenn foi realizada seguida da 

incubação terciária utilizando o Kit Dako Liquid Dab-Chromogen (DAKO®, Carpentaria, CA, 

EUA), durante 5 minutos numa câmara escura e a hematoxilina de Harris foi utilizada para 

contra coloração. Finalizando, foi realizado lavagem em água corrente em três banhos de 1 a 2 

minutos, passagens em sequencias de álcool etanol absoluto (1 minuto) e xilol (1 minuto) 

respectivamente e montagem em resina Permount® (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). 

 Como controle positivo, foi utilizado o Adenocarcinoma de Mama, este incluído em 

cada reação juntamente com as amostras. Para controle negativo, as secções foram incubadas 

sem a aplicação do anticorpo primário, este substituído por tampão fosfato-salino (PBS). 

 

Análise imunoistoquímica 

 Os parâmetros positivos para a marcação do anticorpo em todas as amostras foram as 

células que exibiram coloração acastanhada nuclear e/ou citoplasmática. Foi considerada 

condição negativa de expressão a completa ausência de coloração. Foram selecionados cinco 

campos (adaptado de Kruse-Losler et al.32) visualizados através do microscópio óptico Leica 

DM2000, com ampliação de 400x, e fotomicrografados através do microscópio com câmera 

digital acoplada Leica DFC290 HD utilizando o software Las na resolução máxima. Os campos 

com maior imunomarcação (hot spots) foram selecionados para a análise e fotomicrografia.33 

 A análise quantitativa da expressão proteica foi realizada pela média do número de 

células quanto a intensidade de imunomarcação em cada campo selecionado.3,34 Para tanto, foi 

utilizado o programa Imaging Processing and Analysis in Java (ImageJ®, National Institute of 

Mental Health, Bethesda. Maryland, USA), onde dois pesquisadores fizeram a análise em 

intervalos de tempo distintos sem conhecimento dos dados clínicos e histopatológicos 

previamente calibrados, com um coeficiente de concordância de 0,86 (86%). 

 As análises qualitativas foram realizadas simultaneamente em cada campo 

fotomicrografado por meio da contagem de células imunopositivas combinadas com as suas 

correspondentes intensidades (forte, moderado e fraco) de imunomarcação nas localizações 

celulares específicas (núcleo e citoplasma).3,35  

 

Análise estatística 
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 Os dados foram analisados estatisticamente usando Statistical Package for the Social 

Science software version 20.0 (SPSS, Chicago, IL). O teste estatístico Kruskal-Wallis seguido 

do pós-teste de Dunn foi usado para análise imunoistoquímica. O teste de Mann-Whitney foi 

utilizado para a comparação entre os grupos DEO e CEO desse estudo. O teste de Fisher foi 

usado para comparar o LOH entre os grupos. Todos os testes foram considerados significativos 

quando o valor de p <0,05. 

 

Resultados 

 Baseado na imunoexpressão de PTEN nos casos de LOH de DEO (n=6, 0,33±0,68%) e 

de CEO (n=4, 15,71±6,75%) observado nesse estudo e adotando uma confiança de 95%, 

estima-se um poder de 99,51% da presente amostra em rejeitar a hipótese nula deste trabalho. 

 

Análise imunoistoquímica 

A análise imunoistoquímica de PTEN revelou imunomarcação citoplasmática e nuclear 

em CEOs, DEOs e controles em todas as amostras avaliadas (Figura 3.2.1). O padrão de 

imunoexpressão de PTEN mostrou-se tanto homogêneo quanto heterogênea (áreas positivas e 

negativas) nas amostras de CEOs e DEOs. Nos casos controles dessa pesquisa apenas foi 

observado um padrão homogêneo de imunomarcação.  

A média de células com imunomarcação nuclear foi significativamente maior em CEOs 

quando comparado com DEOs e controle (p <0.001). A imunomarcação nuclear foi maior nos 

controles (9,56±13,11) quando comparado às DEOs (1,25±2,48), entretanto sem significância 

estatística. A média de células com imunomarcação citoplasmática também foi 

significativamente maior nos CEOs quando comparado com DEOs e controles (p =0.012), 

havendo um maior padrão de marcação citoplasmática forte nos CEOs do que nas DEOs (p 

=0.045) (Tabela 3.2.1). 

 

Análise da LOH  

Um total de 16 casos de CEOs e 19 casos de DEOs foram analisados a LOH utilizando 

o marcador microssatélite AFMA086WG9, no interior do locus gênico de PTEN, e o marcador 

microssatélite intergênico D10S1765.  

Para o marcador AFMA086WG9, todas as amostras de CEOs e DEOs foram 

informativas. LOH foi observada em apenas 2 casos de DEOs, havendo 100% de retenção 

alélica nos casos de CEOs. Para o marcador D10S1765 verificou-se LOH em 57,14% (08 casos) 
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de DEO e 50% (04 casos) dos casos de CEOs. Apenas 1 caso de DEO apresentou LOH para 

ambos os marcadores (amostra 11). A amostra 5 de DEO apresentou LOH para AFMA086WG9 

de PTEN e foi não informativo para D10S1765 (Tabela 3.2.2).  

A frequência de perda alélica (FPA) foi calculada para cada amostra e marcador. Para o 

marcador D10S1765, FPA foi observado em 57,14% das DEO e em 50% dos CEOs, entretanto 

sem diferença significativa. Para marcador AFMA086WG9, a FPA foi observada em 10,52% 

das DEOs, não ocorrendo em CEOs (Tabela 3.2.2). Na tabela 3.2.3 podemos observar que nas 

DEOs examinadas houve significativamente mais casos exibindo LOH na região intergênica 

(57,14%) do que na região intragênica (10,52%) de PTEN (p =0,003). Nos casos de CEOs, 

também foi observado diferença de LOH entre os marcadores (p =0,007), na qual apenas o 

marcador D10S1765 apresentou casos de perda alélica.  

Buscando associar a progressão histopatológica de malignidade (avaliada de acordo 

com o sistema de gradação binária) nos casos de DEOs e CEOs examinados com LOH, 

verificou-se que nos casos de DEO, LOH em PTEN não variou com a progressão da 

malignidade. Nos casos de CEOs, observou-se LOH apenas para o marcador D10S1765, 

estando restrita aos casos de alto grau de malignidade (p=0,011) (Tabela 3.2.4).  

 Associação entre os casos de DEOs e CEOs que exibiram LOH para o marcador 

D10S1765 e a expressão proteica para PTEN foi observada na tabela 3.2.5. Em CEOs foi 

observado um maior número de células com imunomarcação nuclear em relação as DEOs com 

LOH (p =0,003). Não houve associação entre a imunoexpressão citoplasmática de PTEN entre 

os grupos analisados (p =0,503).  

 

Discussão 

 É amplamente aceito que CEOs podem ser precedidos por LPM, onde a presença de 

DEO parece ser um importante indicador prognóstico de seu potencial de transformação 

maligna.4 Entretanto, a acurácia dos exames clínicos e histopatológicos muitas vezes é baixa na 

previsão da transformação maligna dessas lesões.6,14,36 Assim, é destacada a necessidade de 

identificar marcadores moleculares que possam prever melhor a agressividade e o curso clínico 

das LPMs, sendo crucial compreender as vias moleculares desreguladas que regem a progressão 

da carcinogênese oral.8,37 Nesse contexto, o presente estudo realizou a investigação de LOH de 

PTEN e sua imunoexpressão em OSCC e OED. 

 Dados prévios pubicados recentemente pelo nosso grupo evidenciou que a via 

PI3K/AKT está desregulada nos cânceres, apresentando o PTEN como um gene supressor para 

essa via, por meio da desfosforilização de PIP3, este responsável pela ativação do AKT via 
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proteínas PDK-1 (fosfatidilinositol quinase dependente 1).3 Entretanto, pouco se conhece como 

essa via está envolvida no processo de transformação maligna de LPMs. Perda de 

heterozigosidade (LOH) foi validado como preditor de transformação maligna em LPMs6,14,27 

e em carcinomas de diversas localizações.8,13,38 Soma-se o fato que ainda não se sabe se a perda 

alélica de PTEN também ocorre em estágios iniciais de lesões malignas no estágio inicial e se 

está envolvida na carcinogênese oral. Assim, este estudo avaliou a LOH de PTEN e sua 

imunoexpressão em LPM displásicas e em CEO. 

 No presente estudo foi observado uma maior imunomarcação citoplasmática de PTEN 

nos carcinomas orais em relação a DEO e controle (p =0.012), onde acredita-se que esse 

aumento da expressão de PTEN pode ser entendido como uma tentativa de controle da 

expressão aumentada de AKT.39 Recentemente, Chaves et al.3 avaliaram a função de pAKT em 

DEOs e CEOs, observando uma imunomarcação citoplasmática significativamente maior nos 

carcinomas quando comparado às displasias e controles. Por ser um gene supressor tumoral, é 

sugerido que a maior imunoexpressão de PTEN em carcinomas possa indicar que ocorra uma 

inativação funcional de PTEN nessa malignidade e, dessa forma, hipotetiza-se que sua 

ação/função possa estar comprometida, perdendo a sua propriedade supressora tumoral. Os 

dados encontrados nessa investigação corroboram com Miyahara et al.40, os quais, ao avaliar 

LOH em displasias e carcinomas orais, observaram que a imunoexpressão de PTEN foi maior 

em CEO e displasias severas e moderadas quando comparada ao controle e DEO leve. Ao 

contrário do que foi observado na presente pesquisa, outros estudos sugerem uma tênue relação 

entre PTEN e CEOs, onde observaram que as alterações genéticas no PTEN são raras, sugerindo 

que este desempenha um papel crucial, mas limitado.17,41-43 Kurasawa et al.44 mostraram que a 

hipermetilação da região promotora de PTEN é frequente neste tumor, sendo um mecanismo 

importante de silenciamento epigenético que pode contribuir para o desenvolvimento 

neoplásico. 

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, uma reduzida imunoexpressão de 

PTEN tem sido relatada em diversos tipos de câncer23,25,45,46. Squarize, Castilho e Santos Pinto47 

em estudo com CEOs, evidenciaram que a imunoexpressão de PTEN foi tipicamente localizada 

no citoplasma, às vezes mostrando uma coloração distintiva próxima da membrana celular, 

preferencialmente em CEOs bem diferenciados. Tais achados foram similarmente observados 

nas amostras do presente estudo, a qual era composta por CEOs bem e moderadamente 

diferenciados. Nesse contexto, é sugerido que a perda da função supressora tumoral de PTEN 

ocorre em estágios iniciais da carcinogênese oral,48 como evidenciado em cânceres 

endometriais, onde a mutação de PTEN também foi detectada em lesões preneoplásicas.49 No 
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presente estudo, nas DEO foi evidenciada uma baixa imunoexpressão citoplasmática de PTEN, 

suscitando que presença de PTEN parece não influir na tumorigênese nestes casos. Os autores 

do presente estudo sugerem que PTEN possa não estar inserido diretamente no 

desenvolvimento de neoplasias orais, mas sim, secundariamente por meio da ativação da via 

PI3K/AKT através do aumento da concentração de PIP3.  

Hodakoski et al.50 relatam que modificações translacionais podem alterar a dosagem 

celular de PTEN através da sua maior secreção e entrada celular. PTEN-L é uma variante pós-

translacional de PTEN que, uma vez secretada, possui a capacidade de entrar em outras células, 

aumentando, portanto, os níveis intracelulares dessa proteína.50,51  Hodakoski et al.50 relatam 

ainda que a sinalização intracelular de PTEN pode ser regulada por P-REX2 

(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 2), que possui a 

habilidade de inibir a atividade fosfatase de PTEN direcionada a PIP3, aumentando a via de 

sinalização de PI3K nessas células. Esses achados possibilitam inferir que a proteína PTEN 

parece ser mais comumente inativada do que seu gene, uma vez que estudos mostram ausência 

de mutação43,47 e deleção homozigótica desse gene em casos de CEOs.40,41 

A maioria dos TSGs requerem a inativação de ambos os alelos para ocorrência de 

tumorigênese.16,20 É bem estabelecido que LOH ocorre em várias regiões cromossômicas de 

diferentes genes supressores de tumores,4,6,52,53 estando envolvida na transformação maligna de 

LPMs,6,14 uma vez que está associada inativação de TSGs.16 LOH de PTEN pode ser avaliada 

através da escolha de marcadores microssatélites localizados próximo ou no interior do 

cromossomo 10q23-24.16 Dessa forma, a presente pesquisa selecionou o marcador intragênico 

(AFMA086WG9) e intergênico (D10S1765), considerando que a amostra apresenta LOH em 

10q-23 quando possuir pelo menos 1 microssatélite com LOH.54  

Foi observado que LOH ocorreu com maior frequência na área intergênica, tanto em 

displasias (p =0,003) quanto em carcinomas (p =0,007), suscitando que tal região é 

geneticamente mais instável quando comparada com áreas intragênicas.55 Altos índices de LOH 

em região intergênica de PTEN são relatados em diversas neoplasias, como em 

hepatocarcinomas,20 carcinoma de mama21 e adenocarcinoma de células claras de ovário.23 No 

presente estudo, LOH ocorreu em 50% da amostra de CEO para o marcador D10S1765, não 

ocorrendo LOH para o marcador AFMA086WG9. Chakraborthy et al.56 observou LOH em 

apenas 4,5% das amostras para o marcador D10S1765. Mavros et al.17 e Chakraborthy et al.56 

observaram uma baixa frequência de LOH em relação a PTEN, 12% e 13% respectivamente, 

entretanto, não encontraram mutação na região codificadora da PTEN. O presente estudo 

observou LOH apenas para o marcador D10S1765, estando restrita aos casos de alto grau de 
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malignidade (p=0,011), suscitando que a perda alélica acomete lesões cuja a malignidade 

encontra-se já desenvolvida. Corrobora para isso os estudos de Shao et al.18 e Oki et al.9 que 

observaram que LOH é mais comum em tumores pobremente diferenciados e em estágio 

avançado. 

Como LOH em CEO ocorreu apenas na região intergênica, acredita-se que não somente 

PTEN, mas também outros genes que se situam na sua localização intergênica possam estar 

envolvidos na tumorigênese dos CEOs analisados. Conclusão semelhante também é descrita no 

estudo de Mavros et al (2002)17 em pesquisa com LOH de PTEN em CEOs, bem como em 

hepatocarcinoma20 e carcinoma de células claras renais.15 Kurasawa et al.44 não observaram 

mutações em PTEN na análise em CEOs, sugerindo que as alterações do gene PTEN não 

desempenham um papel fundamental na tumorigênese no CEOs. Assim, é proposto que 

mudanças na regulação epigenética são mais significativas do que mudanças estruturais no gene 

PTEN em CEOs. Corrobora para isso que a hipermetilação da região promotora de PTEN pode 

acontecer em CEOs, sendo um importante mecanismo de silenciamento epigenético que pode 

contribuir para a carcinogênese.57 

LOH em DEO pode representar um mecanismo importante para o desenvolvimento de 

LPM orais para a progressão do câncer bucal, visto que no presente estudo, LOH ocorreu em 

ambos os marcadores, entretanto para o marcador D10S176 foi observado uma maior perda 

alélica. Miyahara et al.40 que observou perda alélica de PTEN em 34,25% das leucoplasias 

orais, e com o estudo de Correa et al. 27, que observou LOH em 56.3 % de queilites actínicas. 

Assim, sugere-se que alteração gênica possa ocorrer em estágios iniciais na região intergênica, 

onde a LOH pode ditar o processo de transformação maligna de LPM orais.52 No entanto, a 

perda alélica de PTEN nas DEOs examinadas neste estudo não se mostrou envolvida no seu 

processo de malignização, uma vez que nas DEOs, a LOH parece ocorrer de forma 

independente do grau histológico da lesão. Achado similar ao encontrado no estudo de 

Miyahara et al.40, onde não foi observado diferença de perda alélica entre leucoplasias com 

DEO leve e DEO moderada e severa.  

No presente estudo não foi observado um perfil de LOH associado a DEO ou a CEO 

para ambos os marcadores microssatélites utilizados, sugerindo que a LOH nestes marcadores 

não se traduz necessariamente na inativação de PTEN. Achados semelhantes foram observados 

por Correa et al. 27 em cânceres de lábio e queilites actínicas para P16 (9p), PTCH (9q) e TP53 

(17p). Dentre os casos que exibiram LOH para o marcador D10S1765, não observamos 

diferença significativa na presença citoplasmática de PTEN entre os grupos estudados (Tabela 

3.2.5).  Achados semelhantes são relatados em outros cânceres, como em em adenocarcinoma 
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de células claras de ovário.23 Assim, a perda alélica em região intergênica não necessariamente 

levará a inativação dos TSGs localizados ao redor desse locus27 e consequentemente das suas 

expressões proteicas.23 Dessa forma, o processo de transformação maligna das DEOs pode 

envolver outros genes ou, até mesmo, outras formas da regulação do PTEN que não a LOH, 

como, por exemplo, mecanismos epigenéticos, mutações e instabilidade proteica.38,58  

A presente pesquisa detectou a presença de heterogeneidade na imunomarcação de 

PTEN nas amostras de CEOs e DEOs examinadas. A heterogeneidade tumoral é relatada em 

LPMs de mama59 e tumores sólidos de diversas localizações46,54 bem como em CEOs60,61 e em 

LPMs orais.6 Gomes et al. (2015)6, utilizando metodologia semelhante ao presente estudo na 

análise molecular da LOH, detectaram heterogeneidade em LPMs orais por meio da análise de 

biópsias do mesmo paciente em tempos e/ou localizações diferentes. Para estes autores a 

heterogeneidade molecular deve ser avaliada também por outros métodos moleculares e em 

grandes grupos amostrais. Idoate et al.54 sugerem que um método para se estudar a 

heterogeneidade tumoral seja a realização de imunoistoquímica, a fim de se detectar as áreas 

de heterogeneidade tumoral, seguida da microdissecção a laser das áreas homogêneas. Apesar 

da presente pesquisa não objetivar estudar heterogeneidade tumoral, acreditamos que este fator 

pode ter influenciado na análise da LOH do estudo, uma vez que se observou baixa frequência 

de perda alélica nas amostras examinadas. Por fim a heterogeneidade tumoral observada nos 

espécimes examinados da presente pesquisa pode também ter contribuído para resultados com 

maiores imunomarcações citoplasmáticas de PTEN. Para Huhns et al.46 a heterogeneidade da 

imunomarcação de PTEN pode ser explicada se considerado o conceito de plasticidade na 

expressão de PTEN visto que isso causa flutuações na regulação negativa e re-expressão dessa 

proteína. 

Esta pesquisa buscou realizar uma análise imunoistoquímica detalhada da localização 

intracelular de PTEN, uma vez que isto pode afetar significativamente seu comportamento 

celular.11,50,62 O presente estudo detectou que as amostras de CEOs apresentavam aumento 

significativo da imunomarcação nuclear em relação às DEOs e controles. A localização nuclear 

de PTEN tem sido relacionada a inibição do crescimento celular62,63 e manutenção da 

estabilidade cromossômica da célula.12 Uma vez no núcleo, PTEN exerce atividade supressora 

tumoral por mecanismos desconhecidos,64 porém distintos daqueles relacionados a via 

PI3K/AKT.12 No entanto, quando outros marcadores celulares da via PI3K/AKT também se 

mostram presentes no núcleo celular, como PI3K,65 PIP3,66 e AKT,12 isso promoverá um efeito 

antiapoptótico de PTEN e interferirá na atividade supressora de crescimento celular de PTEN 

nuclear.12,62  
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 Dessa forma, a imunoexpressão nuclear de PTEN nas amostras de CEOs dessa pesquisa 

não necessariamente apontam para um papel antitumoral efetivo dessa proteína nesta 

localização celular. De forma semelhante a essa pesquisa, Bettendorf et al. 22 detectou taxas 

significativamente maiores de PTEN nuclear em áreas invasivas de câncer de próstata. A função 

celular de PTEN nuclear continua, nos dias atuais, a ser definida.11 Interessantemente, em 

pesquisa realizada por Li et al.11 mostra que PTEN pode estar presente no nucléolo da célula, 

exercendo importante papel na regulação da homeostasia nucleolar e na manutenção da sua 

morfologia. A presente pesquisa encontrou ainda uma presença significativa de PTEN nuclear 

nas amostras de CEOs com LOH (Tabela 3.2.5). A perda alélica pode afetar o padrão de 

imunolocalização celular dessa proteína nas amostras de CEOs analisadas, no entanto, como 

anteriormente discutido, a função de PTEN nuclear deve ser melhor esclarecida por outros 

métodos de estudos, uma vez que diversos fatores podem alterar sua função primordial nessa 

sublocalização celular.  

Em conclusão, embora os estudos longitudinais sejam mais apropriados para atribuir um 

valor preditivo para a transformação maligna, este estudo transversal forneceu evidências de 

que a perda alélica de PTEN ocorreu na PML oral e no CEO. No entanto, LOH de PTEN não 

parece afetar a expressão protéica. Além disso, demonstrou-se uma heterogeneidade da 

expressão da proteína PTEN nas amostras analisadas de OED e CEO, independentemente da 

sua classificação histológica. Estudos moleculares que analisam áreas em que a expressão 

PTEN é homogênea podem ajudar a elucidar a transformação maligna no OED. 
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Tabelas 

 
Tabela 3.2.1: Média do número de células quanto à intensidade de imunomarcação 
citoplasmática e nuclear em displasia epitelial oral e carcinoma epidermóides orais. 
 
  Grupo 

 

  Controle DEO CEO p-Valor 
PTEN percentual marcação 

   
  

Nuclear 9,56±13,11 1,25±2,48 17,08±10,42*† <0,001 
Citoplasma 93,77±9,44 93,39±13,56 98,58±3,01*† 0,012 
Citoplasma (forte) 70,80±30,74 57,43±16,17 69,37±13,04† 0,045 
Citoplasma (fraco) 22,97±22,87 36,04±10,02 29,21±11,51 0,054 

*p<0,05 versus Controle, †p<0,05 versus DEO  
aTeste de Kruskal-Wallis/Dunn. 
Dados expressos em forma de média e desvio-padrão. 
DEO: Displasia epitelial oral; CEO: Carcinoma epidermóide oral. 
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Tabela 3.2.2: Dados de LOH e FAL sobre CEO e DEO para os marcadores de microssatélites 
AFMa086wg9 e D10S1765 
 

Amostra Gradação Histológica Marcadores Microssatélites 

CEO Adaptado de Silveira et al.29 
 AFMA086WG9 D10S1765 FPA 

#1 CEO – Alto grau ● ◊ 0 
#2 CEO – Alto grau ● ● 0 
#3 CEO – Alto grau ● ○ 50% 
#4 CEO – Alto grau ● ○ 50% 
#5 CEO – Alto grau ● ◊ 0 
#6 CEO – Alto grau ● ● 0 
#7 CEO – Alto grau ● ◊ 0 
#8 CEO – Baixo grau ● ● 0 
#9 CEO – Alto grau ● ○ 50% 

#10 CEO – Alto grau ● ○ 50% 
#11 CEO – Alto grau ● ● 0 
#12 CEO – Baixo grau ● ◊ 0 
#13 CEO – Baixo grau ● ◊ 0 
#14 CEO – Baixo grau ● ◊ 0 
#15 CEO – Alto grau ● ◊ 0 
#16 CEO – Baixo grau ● ◊ 0 
FPA  0 50%  

DEO Adapatado de 
Warnakulasuriya et al.4 AFMA086WG9 D10S1765 FPA 

#1 DEO – Baixo risco ● ◊ 0 
#2 DEO – Alto risco ● ◊ 0 
#3 DEO – Alto risco ● ● 0 
#4 DEO – Baixo risco ● ● 0 
#5 DEO – Alto risco ○ ◊ 100% 
#6 DEO – Alto risco ● ○ 50% 
#7 DEO – Baixo risco ● ● 0 
#8 DEO – Alto risco ● ○ 50% 
#9 DEO – Baixo risco ● ○ 50% 

#10 DEO – Baixo risco ● ● 0% 
#11 DEO – Baixo risco ○ ○ 100% 
#12 DEO – Alto risco ● ○ 50% 
#13 DEO – Baixo risco ● ◊ 0% 
#14 DEO – Baixo risco ● ○ 50% 
#15 DEO – Baixo risco ● ● 0% 
#16 DEO – Alto risco ● ◊ 0% 
#17 DEO – Alto risco ● ● 0% 
#18 DEO – Alto risco ● ○ 50% 
#19 DEO – Baixo risco ● ○ 50% 
FPA  10,52% 57,14%  

(●) Retenção Alélica; (○) LOH; (◊) não informativa = homozigoto ou não interpretável 
FAL = frequência de perda alélica calculada dividindo o número de marcadores que 
apresentaram perda alélica pelo número de marcadores informativos. DEO: Displasia epitelial 
oral; CEO: Carcinoma epidermoide oral
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Tabela 3.2.3: Padrão de perda de heterozigosidade e retenção alélica para cada marcador 
microssatélite em relação a diagnóstico histopatológico. 
 

  AFMA086WG9   D10S1795  
  Retenção LOH  Retenção LOH    p-Valor 
      

DEO 17 
(89,5%) 

2 
(10,5%)  6 

(42,8%) 
8 

(57,2%) 
b0,003 

       

CEO 16 
(100%) 

0  4 
(50%) 

4 
(50%) 

b0,007 

 
p-Valor 

 
0,498 

 
 

 
1,000 

 
 

*p<0,05, bTeste de Fisher. 
Dados expressos em forma de frequência absoluta e percentual. 
DEO: Displasia epitelial oral; CEO: Carcinoma epidermóide oral 
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Tabela 3.2.4: Padrão de perda de heterozigosidade em DEO, de alto e baixo risco, e CEO, de 
alto e baixo grau em relação aos marcadores microssatélites AFMA086WG9 e D10S1795. 
 

 AFMa086wg9  D10S1795  

 Retenção 
alélica LOH  Retenção 

alélica LOH  
p-Valor 

Gradação 
DEOa  

 
Baixo risco 

 
10 

 
1   

4 
 

4 
 

0,111 
 58,8% 41,2%  50,0% 50,0%  
 

Alto risco 
 
7 

 
1   

2 
 

4 
 

0,090 
 100,0% 0,0%  33,3% 66,7%  

p-Valor b1.000  b0.287  

 
Gradação 

CEOb 
 

 
Baixo Grau 

 
5 

 
0   

1 
 

0 
 

1,000 
 100,0% 0,00%  100,0% 0,0%  
 
 

Alto Grau 

 
 

11 

 
 

0 
 

 
 
3 

 
 

4 

 
 

0,011 
 100,0% 0,00%  42,8% 57,2%  

 
p-Valor 

 

 

b1,000 
 

 

 

b1,000 
 

 

*p<0,05, bTeste de Fisher. 
aAdaptado de Warnakulasuriya et al.4 
bAdaptado de Silveira et al.29 
Dados expressos em forma de frequência absoluta e percentual. 
DEO: Displasia epitelial oral; CEO: Carcinoma epidermoide oral. 
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Tabela 3.2.5: Padrão de perda de heterozigosidade em DEO e CEO para o marcador D10S1765 
em relação a imunoexpressão nuclear e citoplasmática de PTEN. 
 

  Retenção Alélica   LOH  
  DEO CEO p-Valor DEO CEO p-Valor 

PTEN marcação (%)       
Nuclear 2,69±4,03 10,25±9,11 b0,262 0,33±0,68 15,71±6,75 b0,003 

Citoplasma 86,85±23,70 97,29±3,13 b0,381 97,50±1,87 97,07±5,44 b0,503 

*p<0,05, bMann-Whitney. 
Dados expressos em forma de média e desvio-padrão. 
DEO: Displasia epitelial oral; CEO: Carcinoma epidermoide oral. 
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Figuras 

 

 
 
Figura 3.2.1: Imunoexpressão de PTEN em DEO, CEO e mucosa normal. Imunomarcação 
homogênea observada na amostra de mucosa normal e uma imunomarcação heterogênea em 
CEO e DEO. (A) Mucosa normal onde observa-se muitas células com forte imunomarcação 
citoplasmática. (B) CEO mostrando imunomarcação nuclear extensa associada a forte 
imunomarcação citoplasmática na periferia da ilha tumoral. (C) CEO exibindo imunomarcação 
nuclear ausente associada (seta vermelha) a forte imunomarcação citoplasmática (seta preta). 
(D) DEO com imunomarcação nuclear ausente e imunomarcação citoplasmática fraca. (E) DEO 
apresentando imunomarcação nuclear localizada e imunomarcação citoplasmática forte (seta 
preta). (F) Controle positivo com imunomarcação moderada. (Anti-PTEN, 400x LSAB). 
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Figura 3.2.2: Áreas de imunocoloração heterogênea de PTEN em CEO (A / 400x LSAB) e 
DEO (B / 400x LSAB). 
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4 DISCUSSÃO GERAL 

 

 

 Este estudo imunomolecular buscou traçar um paralelo entre o processo de 

malignização de diferentes estágios de lesões potencialmente malignas orais e CEOs por meio 

da via de sinalização PI3K/AKT. O presente estudo também realizou o estudo imunomolecular 

do PTEN, um supressor tumoral que atua na regulação dessa via, por meio da análise de LOH 

em duas regiões cromossômicas de PTEN (intergênica e intragênica) a fim de avaliar se a LOH 

desse gene se mostra envolvida na expressão proteica em diferentes estadiamentos histológicos 

de DEOs e CEOs. Poucos estudos abordam a associação de lesões potencialmente malignas 

orais com desregulação dessa via.   

 Na análise de LOH de PTEN, o presente estudo sugere que o marcador intragênico possa 

não representar um marcador de progressão de malignidade, visto que foi constatado que a 

perda de um alelo de PTEN não parece ser suficiente para promover o crescimento tumoral, 

visto que a LOH entre DEOs e CEOs para o marcador AFMA086WG9R não variou entre esses 

grupos (p =0,492). No entanto, para o marcador intergênico, foi observado uma maior 

instabilidade microssatélite, resultando em múltiplas mudanças genéticas de genes no interior 

e próximo a locus D10S1765R, bem como de PTEN, justificando a instabilidade genética e a 

susceptibilidade a mutações nessa região, corroborando com estudos em hepatocarcinomas 

(BAE et al., 2007), carcinoma de mama (TOKUNAGA et al., 2007) e adenocarcinoma de 

células claras de ovário (HO et al., 2009). 

 Quanto à imunomarcação de PTEN, foi observado que em CEOs ocorreu um aumento 

significativo da imunomarcação citoplasmática de PTEN em relação às displasias e controle, 

sugerindo possivelmente que o acúmulo da proteína PTEN pode decorrer de alterações 

genéticas desse gene. Outro fato que pode explicar elevada imunomarcação citoplasmática de 

PTEN nas amostras de CEOs deste estudo são as modificações translacionais que PTEN pode 

sofrer depois da sua transcrição gênica (HOPKINS et al., 2013; HODOKOSKI et al. 2015) e a 

heterogeneidade tumoral (HUHNS et al., 2014). O presente estudo pressupõe que a presença 

nuclear desse imunomarcador parece ter papéis distintos quando em CEOs e DEOs. Entretanto, 

a imunoexpressão nuclear de PTEN nas amostras de CEOs desta pesquisa não necessariamente 

apontam para um papel antitumoral efetivo dessa proteína nesta localização celular. 

 O PTEN tem sido demostrado expresso em outros compartimentos celulares como o 

núcleo (LIU et al., 2007; WANG, HUANG e YOUNG, 2015), nucléolo (LI et al., 2014), 

mitocôndria e retículo endoplasmático (BONONI et al., 2013). Assim, esta pesquisa realizou a 
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análise imunoistoquímica detalhada da localização intracelular de PTEN associada ou não a 

LOH, uma vez que isto pode afetar significativamente seu comportamento celular (LI et al., 

2014; HODAKOSKI et al., 2015). Foi demonstra que a localização da expressão da proteína 

PTEN, bem como a intensidade de sua imunomarcação citoplasmática parece não estar 

envolvida com a retenção ou perda alélica intragênica de PTEN nos casos de DEOs e CEO. No 

entanto, para o marcador D10S1765R, a presente pesquisa observou uma presença significativa 

de PTEN nuclear nas amostras de CEOs com LOH, sugerindo que a perda alélica pode afetar o 

padrão de imunolocalização celular dessa proteína nas amostras de CEOs analisadas, no 

entanto, como anteriormente discutido, a função de PTEN nuclear deve ser melhor esclarecida 

por outros métodos de estudos, uma vez que diversos fatores podem alterar sua função 

primordial nessa sublocalização celular. 

 A localização nuclear de PTEN tem sido relacionada à inibição do crescimento celular 

(GIN-PEASE e ENG, 2007; LIU et al., 2007) e manutenção da estabilidade cromossômica da 

célula (WANG, HUANG, YOUNG; 2015). Uma vez no núcleo, PTEN exerce atividade 

supressora tumoral por mecanismos desconhecidos (LIU et al., 2007). É conhecido que outros 

marcadores celulares da via PI3K/AKT também se mostram presentes no núcleo celular, como 

PI3K (METJIAN et al., 1999) e AKT (WANG, HUANG, YOUNG; 2015), onde promove um 

efeito antiapoptótico de PTEN e interferirá na atividade supressora de crescimento celular de 

PTEN nuclear.  

 O presente estudo observou que a imunoexpressão de pAKT membranar foi 

proporcional ao grau de malignização da lesão, nos dando base para supor que o processo de 

malignização das lesões orais, assim como no câncer oral, envolve o processo de ativação de 

AKT1, corroborando com estudos os quais sugerem que a localização membranar de AKT é 

pré-requisito para a oncogenicidade (CARPTEN et al, 2007). O presente estudo também 

observou uma imunomarcação nuclear significativamente maior nos CEOs do que nas DEOs e 

no controle, mostrando um efeito promotor tumoral maior nas lesões com a malignidade já 

instaurada. Corrobora para essa observação, o fato de que foi observado no presente estudo uma 

maior imunomarcação nuclear de PTEN em CEO em relação a DEO e controle, esse aumento 

da expressão de PTEN pode ser entendido como uma tentativa de controle da expressão 

aumentada de AKT (WATANABE et al., 2009; CHAVES et al., 2017), sugerindo que apesar 

da elevada imunoexpressão de PTEN em CEO, sugerindo que sua ação/função possa estar 

comprometida, perdendo a sua propriedade supressora tumoral. 

 Os níveis mais baixos da imunoexpressão de pAKT no citoplasma e membrana em 

CEOs podem contribuir para autofagia, que tem sido implicada tanto na supressão tumoral, bem 
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como na promoção do crescimento tumoral ((TAKAMURA et al., 2011). A ativação do AKT 

na membrana plasmática analisada inibe a indução de autofagia e a translocação de AKT do 

citossol para os lisossomas induz a autofagia (NOGUCHI et al, 2014; MATSUDA-

LENNIKOV et al, 2014). Por isso que uma maior imunocoloração perinuclear de pAKT em 

DEOs de baixo risco, quando comparada com CEO, pode indicar envolvimento de 

autofagolisossomos na inibição da via PI3K-AKT nos estágios iniciais da progressão da 

malignidade. 

 O presente estudo também observou uma intensa imunomarcação nuclear pJNK 

predominantemente nos controles quando comparado às displasias e CEOs, mostrando que sua 

localização celular no núcleo está associada à função supressora tumoral, nesta amostra. 

Destaca-se que a função supressora tumoral de pJNK nuclear também se confirma ao se 

categorizar as displasias, entretanto, essa ação anti-tumoral se encontra comprometida 

independente do grau de malignidade do tumor. Interessantemente, a expressão de JNK parece 

se perder com a malignização da lesão, uma vez que há maior imunomarcação nuclear forte nas 

displasias de baixo grau quando comparado àquelas de alto grau, com diferença estatisticamente 

significativa. Estes achados sugerem que a menor expressão nuclear de pJNK nesta amostra 

está relacionada à regulação da tumorigênese, sugerindo um papel promotor de pJNK. O 

presente estudo acredita que o processo de malignização das displasias pode envolver os 

mesmos mecanismos das lesões malignas estabelecidas, uma vez que a intensidade de marcação 

nuclear de pJNK nas displasias obedece aos mesmos padrões dos CEOs e há uma maior 

imunomarcação nuclear forte nas displasias leves comparadas com as severas. 

 O presente estudo, por meio da imunomarcação de FoxO3a, corrobora que a perda da 

função supressora tumoral de FoxO pode estar relacionada à carcinogênese oral. No entanto, 

ao se categorizar as variáveis CEOs, de acordo com a gradação histopatológica, não se observou 

diferenças entre os grupos, evidenciando que, independente da gradação do tumor, a perda 

nuclear de FoxO contribui igualmente para o processo de carcinogênese oral. O presente 

trabalho também sugere que a inativação de FoxO3a nas DEOs, isto é, em lesões de estágio 

inicial de malignidade, contribuem de alguma forma para o seu processo de malignização. 

Corroborando para isso, é evidenciado que, nos estágios iniciais do tumor, a inativação de 

FoxO3a proporciona vantagens proliferativas às células neoplásicas por aumentar a sinalização 

por meio de fatores de crescimento, enquanto que nos estágios tardios do tumor, condições de 

estresse (hipóxia e estresse oxidativo) podem reativar FoxO3a e, assim, aumentar a sobrevida 

das células tumorais (LI et al., 2012; YU et al., 2016).  

Foi estabelecido correlações entre os padrões de imunomarcação de pAKT, pJNK, FoxO3a, 



98 

 

PIK3CA, Ki-67 e PTEN em displasias, carcinomas epiteliais orais e epitélio normal como 

controle. 

 
Figura 4.1: Análise de covariância entre a imunomarcação de pAKT, pJNK, FoxO3a, Ki-67 e PTEN no controle. 
*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001. 
Fonte: Própria 
 
 

 
Figura 4.2: Análise de covariância entre a imunomarcação de pAKT, pJNK, FoxO3a, Ki-67 e PTEN em displasias 
epiteliais orais (DEO). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001. 
Fonte: Própria 
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Figura 4.3: Análise de covariância entre a imunomarcação de pAKT, pJNK, FoxO3a, Ki-67 e PTEN em 
carcinomas epidermoides orais (CEO). *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001. 
Fonte: Própria 
 
 

 Conforme mostra a Figura 4.1, observa-se no controle uma fraca correlação inversa 

entre a presença de PI3K membranar e FoxO3a citoplasmático. 

 Na Figura 4.2, em DEO, foi encontrado uma correlação inversa entre PTEN membranar 

e FoxO3a citoplasmático. Já a imunomarcação de PTEN em citoplasma foi correlacionado 

diretamente com AKT perinuclear e inversamente proporcional a imunomarcação 

citoplasmática de JNK. Estudos tem mostrado uma expressão aberrante da proteína JNK em 

células malignas (HUI et al., 2008; CHANG et al., 2009a; CHANG et al., 2009b; 

BARBARULO et al., 2013), sugerindo que JNK pode contribuir para a transformação celular 

requerida para a carcinogênese (BUBICE e PAPA, 2013), uma vez que a depleção individual 

dos diversos subtipos de JNKs pode suprimir a atividade tumoral, dependendo da especificidade 

no tecido (WAGNER e NEBREDA, 2009). O papel pró-tumoral de JNK, em diversos tipos de 

câncer, faz aumentar pesquisas que tem como alvo terapêutico esta proteína, porém a inibição 

de JNK pode ser também prejudicial (BUBICE e PAPA, 2013) uma vez que substanciais 

evidências implicam JNK como supressor tumoral (WAGNER e NEBREDA, 2009). Uma 

possível explicação para o papel pró-tumoral e antitumoral de JNK é a regulação de diversos 

alvos celulares específicos em diferentes tipos de câncer, ainda que muitas dessas proteínas alvo 

permaneçam ainda desconhecidas (BUBICE e PAPA, 2013). Para Du et al (2004) outras 

variáveis que interferem no nível de complexidade da regulação de JNK na tumorigênese são o 
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estímulo para ativação, a duração de ativação e o contexto de sua produção. 

 Ainda na Figura 4.2, observa-se que em DEOs uma fraca correlação inversa entre a 

presença de AKT membranar e AKT nuclear. Justificado pela translocação nuclear de AKT que 

reduz seus níveis na membrana e no citoplasma, afetando a fosforilação de substratos nesses 

compartimentos celulares (DILLON e MULLER, 2010). A translocação nuclear também 

aumenta sua influência em alvos nucleares específicos, gerando, entre outras coisas, a 

progressão do ciclo celular e supressão da apoptose (MARTELLI et al, 2012). A presença de 

AKT nuclear é encontrada em vários tipos de câncer (LEE et al, 2002; NICHOLSON et al, 

2003; VASKO et al, 2004; GIUDICE et al, 2011), e, no presente estudo, observa-se que AKT 

nuclear em lesões potencialmente malignas, sugerindo que o AKT nuclear possa estar 

envolvido no processo de transformação maligna.  

 Nas DEOs, a localização citoplasmática de JNK apresentou moderada correlação 

inversa com AKT perinuclear, momento no qual foi sugerido pelo presente estudo que o 

processo de autofagia celular, indicado pela presença de AKT perinuclear possa estar 

relacionada com a redução do JNK citoplasmático (MATSUDA-LENNIKOV et al, 2014; 

NOGUCHI et al, 2014). AKT membranar foi inversamente correlacionado com a presença de 

FoxO3a nuclear, uma vez que a fosforilação e posterior ativação de AKT resulta no sequestro 

de FoxO no citoplasma (VAN DER HEIDE et al, 2004). Assim, como visto no presente 

trabalho, a perda de FoxO3a nuclear e com seu posterior deslocamento para o citoplasma, 

mostra um processo envolvido na transformação maligna do DEO. 

 Em CEO, encontra-se, na Figura 4.3, uma direta relação de imunomarcação nuclear de 

PTEN com AKT perinuclear e nuclear, além de JNK citoplasmático. Já na imunomarcação de 

PI3K, observa-se uma correlação direta de PI3K citplasmático com AKT membranar, 

entretanto, uma imunomarcação membranar de PI3K esteve inversamente relacionado à 

imunomarcação nuclear de FoxO.  

 Quanto à marcação imunoistoquímica de PI3K, a presença nuclear de PIK3CA em CEO 

mostrou haver associação indireta com as DEOs, sugerindo que a presença nuclear desse 

imunomarcador parece ter papéis distintos quando em CEOs e DEOs. No entanto, a presença 

nuclear desse imunomarcador parece não influenciar no grau de malignidade das DEOs e CEOs, 

uma vez que, ao se categorizar estas variáveis, não se observou uma diferença estatisticamente 

significativa. Foi observado que o processo de saída de PIC3CA no citoplasma, de acordo com 

a proliferação neoplásica, está relacionada ao seu papel pró-tumoral, no qual o PIC3CA sai do 

citoplasma e fica na membrana, parece estar envolvido nas DEOs de forma semelhante ao 

carcinoma. Ainda na Figura 4.3, em CEO, a presença de AKT citoplasmática foi diretamente 
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correlacionada com AKT membranar, corroborando com a literatura, uma vez que a ativação 

do AKT inicia na membrana e realiza suas diversas funções no citoplasma, onde se dirige a 

diversos substratos (NICHOLSON e ANDERSON, 2002; GONZALEZ e McGRAW, 2009; 

DILLON e MULLER, 2010). Curiosamente, não foi observado essa associação em amostras 

de DEO (Figura 4.2), o que nos leva a sugerir que a ativação de AKT nessas lesões poderia 

ocorrer por meio de um mecanismo que não envolve o modo clássico de ativação de AKT; isto 

é, através da sua ativação prévia na membrana. 

 A imunomarcação nuclear de AKT demonstrou uma forte correlação direta com o JNK 

citoplasmático (Figura 4.3). Essa associação entre JNK e AKT parece envolver FoxO3a. 

Sugere-se que a atividade AKT aumentada pode levar à supressão da atividade apoptótica de 

JNK (KIM et al, 2001; FEY et al, 2012), permitindo que sua atividade seja apenas proliferativa 

(FEY et al, 2012). Acredita-se que o AKT nuclear pode estar fortemente envolvido na saída de 

JNK para o citoplasma, impedindo que ele atue sobre fatores de transcrição nuclear que possam 

ter papel supressor de tumor.  
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

 

No presente estudo, por meio da análise imunoistoquímica da via PI3K/AKT, é sugerido 

que o processo de transformação maligna das DEOs pode envolver os mesmos mecanismos de 

lesões malignas estabelecidas. Também foi observado que a localização celular das proteínas 

investigadas tem um papel direto nas suas funções no microambiente tumoral, especialmente 

para a atividade antitumoral de p-JNK e FoxO3a. Conclui-se também que a autofagia celular 

tem um papel pró-tumorigênico, com base em uma correlação direta entre autofagia e 

proliferação celular em CEOs. 

Com relação ao gene supressor tumoral PTEN, foi fornecido evidência que a perda 

alélica de PTEN esteve presente nos casos de DPM orais e CEOs avaliados, no entanto, a LOH 

de PTEN parece não influenciar na sua expressão proteica. Além disso, é encontrado a presença 

de heterogeneidade na expressão proteica de PTEN nas amostras avaliadas de DEOs e CEOs, 

independente da sua diferenciação histopatológica. Estudos moleculares buscando avaliar áreas 

homogêneas de PTEN poderão contribuir para um melhor entendimento do processo de 

transformação maligna das DEOs. 
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ANEXO A – Seguimento do Regimento Interno 
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ANEXO B: Certificação de língua portuguesa 
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ANEXO C: Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO E: Certificação de língua inglesa do artigo 01 (Evaluation of the p-AKT, p JNK 

and FoxO3a function in the oral epithelial dysplasia malignance) 

 

 
 

 


