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RESUMO

Sousa EA. Avaliagdao da transicao epitélio-mesénquima durante a
morfogénese e tumorigénese das glandulas salivares humanas. Sao

Paulo; 2017. [Tese de Doutorado Fundacédo Anténio Prudente].

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de
lesbes, apresentando  diferentes  caracteristicas  histologicas e
comportamento clinico diverso. Esses tumores sao classificados em
benignos e malignos e correspondem a cerca de 3% dos tumores de cabeca
e pescoco. O carcinoma mucoepidermodide e o carcinoma adenoide cistico
sdo os tumores malignos mais comuns das glandulas salivares. O adenoma
pleomorfico € o tumor benigno mais comum das glandulas salivares. A
transicédo epitélio mesénquima (EMT), acontece quando as células epiteliais
perdem a adesao célula-célula e adquirem caracteristicas mesénquimais,
com habilidades migratérias importantes, sendo um processo crucial no
desenvolvimento embrionario. A EMT é controlada primariamente por trés
familias de fatores de transcrigdo: a familia de fatores do tipo "zincfinger"
Snail (Snail/Slug), ZEB (ZEB1/ZEB2) e a familia dos fatores do tipo "helix-
loop-helix" (Twist). O objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de
transicdo epitélio-mesénquima durante a morfogénese e tumorigénese das
glandulas salivares humanas, utilizando-se a expressdo imunoistoquimica
das proteinas E-caderina, Twist, ZEB-1 e c-kit. Foram selecionados 55
pacientes portadores de tumores de glandulas salivares humanas sendo 23
de adenoma pleomdrfico 18 de carcinoma adendide cistico e 14 de
carcinoma mucoepidermoide. Foram também analisadas 14 amostras de
glandulas salivares em desenvolvimento e 5 amostras de glandulas salivares
sem evidéncia de neoplasia. Nossos resultados demonstram expressao da
proteina E-caderina em todas as amostras. E possivel observar que ha
diminuicdo da expressdo de E-caderina nas células mioepiteliais tanto nos

casos de adenoma quanto nos casos de carcinoma adendide cistico e



positividade forte nas células epiteliais neoplasicas e nas areas ductais e
tubulares. Nos casos de carcinoma mucoepiderméide foi observada uma
expressdo heterogénea: positividade maior nas células mucosas e uma
perda focal em areas escamosas e de fronte de invasado. A proteina Twist foi
amplamente expressa nas amostras selecionadas, sendo observada
marcacgao nuclear em todas as amostras de adenoma pleomorfico e CAC.
Positividade nuclear também foi observada na maioria dos casos de
carcinoma mucoepiderméide. A proteina ZEB apresentou expressao
perinuclear nas células tumorais e expressdo nas células do estroma nas
amostras de carcinoma adenoide cistico e carcinoma mucoepidermoide. Nos
casos de adenoma pleomorfico, a expressao perinuclear de ZEB1 foi
observada em raras células. A expressao de c-kit foi observada nas células
epiteliais e nos ductos neoplasicos das amostras de adenoma pleomorfico e
CAC. Nas células mioepiteliais ndo houve expressao da proteina. Ja para os
casos de carcinoma mucoepidermoide houve positividade em poucas células
nos centros das ilhas tumorais em algumas células escamosas e em
estruturas ductiformes a expressao foi positiva. De forma geral, observamos
a expressao das proteinas E-caderina, Twist, ZEB1 e c-kit nos tumores de
glandula salivar. Perda da expressdo dessas proteinas foi observada
pontualmente e outros estudos sdo necessarios para melhor esclarecer o
papel do processo de EMT na morfogénese e tumorigénese das glandulas

salivares.



SUMMARY

Sousa EA. [Evaluation of epithelial-mesenchymal transition during the
morphogenesis and tumorigenesis of human salivary glands]. Sé&o

Paulo; 2017. [Tese de Doutorado - Fundacdo Anténio Prudente].

Salivary glands tumors comprised a heterogeneous group of lesions,
presenting different histological characteristics and diverse clinical behavior.
These tumors are classified as benign or malignant tumors and account for
about 3% of the head and neck tumors. Mucoepidermoid carcinoma and
adenoid cystic carcinoma are the most common malignant tumors of the
salivary glands. Pleomorphic adenoma is the most common benign tumor of
the salivary glands. The epitelial-mesenchymal transition (EMT) occurs when
epithelial cells lose cell-cell adhesion and acquire mesenchymal
characteristics, with important migratory abilities, being a crucial process in
embryonic development. EMT is primarily controlled by three families of
transcription factors: zinc-finger family Snail (Snail / Slug), ZEB family (ZEB1 /
ZEB2) and the helix-loop-helix family (Twist). The aim of this study was to
evaluate the process of epithelial-mesenchymal transition during development
and tumorigenesis of the human salivary glands, wusing the
immunohistochemical expression of E-cadherin, Twist, ZEB-1 and c-kit
proteins. Fifty-five patients with human salivary glands tumors were selected:
23 pleomorphic adenomas 18 adenoid cystic carcinomas and 14
mucoepidermoid carcinomas. We also analyzed 14 developing salivary
glands samples and 5 histologically normal salivary glands samples. Our
results demonstrate E-cadherin protein expression in all samples. It is
possible to observe decreased of E-cadherin expression in myoepithelial cells
in both pleomorphic adenoma and adenoid cystic carcinoma samples and
strong positivity in neoplastic epithelial cells and in ductal and tubular areas.
In mucoepidermoid carcinoma samples, a heterogeneous expression was

observed: strong positivity in mucous cells and focal loss of expression in



squamous areas and at invasion front. Twist protein was widely expressed in
the selected samples, presenting a nuclear stainin in all pleomorphic
adenoma and adenoid cystic carcinoma samples. Nuclear positivity was also
observed in most cases of mucoepidermoid carcinoma. ZEB protein showed
perinuclear expression in tumor cells and nuclear expression in stromal cells
in adenoid cystic carcinoma and mucoepidermoid carcinoma samples. In
pleomorphic adenoma samples a perinuclear expression of ZEB1 was
observed in rare cells. c-kit expression was observed in epithelial cells and
neoplastic ducts of pleomorphic adenoma and adenoid cystic carcinoma
samples. In myoepithelial cells there was no expression of the protein. For
mucoepidermoid carcinoma samples positivity was observed in few cells at
the central area of the tumor islands and rare squamous cells and in
ductiform structures the expression was positive. In general, we observed
expression of E-cadherin, Twist, ZEB1 and c-kit proteins in salivary gland
tumors. Loss of protein expression was observed punctually and other studies
are needed to better clarify the role of the EMT process in morphogenesis

and tumorigenesis of the salivary glands.
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1 INTRODUGAO

1.1 O DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sao estruturas complexas formadas por um
sistema de ductos e acinos. A estrutura do sistema ductal é composta por
células luminais e nao-luminais (células basais e células mioepiteliais). As
unidades secretoras acinares e os ductos intercalares sdo envolvidos pelas
células mioepiteliais enquanto que as outras por¢cdes do sistema ductal
contam com a presenga das células basais (RAUBENHEIMER et al. 1987,
REDMAN 1994; DE PAULA et al. 2017).

As glandulas salivares se desenvolvem, de forma geral, de maneira
similar: sua formacao se inicia com a proliferagdo de corddes solidos de
células epiteliais no mesénquima subjacente. Esse cordao celular prolifera-
se e ramifica-se, formando uma estrutura pseudoglandular. A estrutura
ramificada sofre entdo degeneracdo das células centrais e se canaliza,
formando estruturas secretoras terminais. Estas sofrem um processo final de
diferenciacdo que ira finalmente formar os acinos maduros (Figura 1). A
porcao epitelial das glandulas salivares constitui o parénquima glandular e o
ectomesénquima ao redor desse parénquima se diferencia no tecido
conjuntivo de suporte da glandula salivar, o estroma (ELLIS e AUCLAIR

1996; DE PAULA et al. 2017).



Fonte: GOMES (2017)
Figura 1 - Aspectos histologicos de glandulas salivares em

desenvolvimento. A e B, fase inicial do desenvolvimento: botdes de células (aumento

original X400); C, corddes epiteliais ramificados (aumento original X400); D, fase de
transicao canalicular/botdo terminal (aumento original X400); E, fase de botdo terminal com
estruturas acinares desenvolvidas (aumento original X400); F, ducto excretor

desembocando na mucosa (aumento original X400).

Como resultado do processo de desenvolvimento acima descrito as
glandulas salivares tomam a forma de estrutura composta tubulo-acinar o
que indica a presenga de um sistema ductal ramificado e unidades
secretérias com porcdo tubular e acinar. Na tentativa de explicar a
histogénese dos tumores de gléndulas salivares, uma teoria de origem
bicelular tem sido apresentada. Argumenta-se que diferentes porgdes da
glandula salivar dao origem as diferentes neoplasias e que as células
mioepiteliais s&o responsaveis em parte para a grande variagao histolégica
dessas neoplasias (REGEZI e BATSAKIS 1977; ADAMS et al. 2014) (Figura

2).
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Fonte: Modificado de ADAMS et al. (2014)
Figura 2 - Imagem ilustrativa da estrutura de uma glandula salivar.Diagrama

ilustrativo da estrutura de uma glandula salivar, com a localizagdo de alguns dos tumores
mais freqientes em glandula salivar, o carcinoma mucoepiderméide na por¢ao dos ductos
excretores, e o carcinoma adendide cistico e adenoma pleomorfico localizados nos ductos

intercalares.

1.2 TUMORES DAS GLANDULAS SALIVARES

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo de lesdes, apresentando diferentes caracteristicas histologicas
e comportamento clinico diverso. Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude-OMS esses tumores sdo classificados em 13 subtipos benignos
(adenoma pleomorfico, mioepitelioma, adenoma de células basais, tumor de
Warthin, entre outros) e 24 subtipos malignos (adenocarcinoma de células
basais, carcinoma de células acinares, carcinoma mucoepidermoide,
carcinoma adendide-cistico, adenocarcinoma polimorfo de baixo grau,

carcinoma ex-adenoma pleomorfico, carcinoma mioepitelial, entre outros)



(EVESON2005). Esses tumores correspondem a cerca de 3% dos tumores
de cabecga e pescogo (LIMA et al. 2005; OGAWA et al. 2008).

O principal tratamento para as neoplasias de glandula salivar é a
cirurgia. Radioterapia poés-operatéria tem sido utilizada para melhorar o
controle local da doenca e aumentar as taxas de sobrevida para pacientes
com tumores de alto grau, com margens cirurgicas positivas ou com
infiltracdo perineural. O papel da quimioterapia no manejo desses tumores
ainda €& controverso, sendo que alguns quimioterapicos apresentam
respostas em torno de 15-50% e de curta duragédo (MILANO et al. 2007).

A baixa incidéncia dos tumores de glandula salivar, aliada a grande
quantidade de lesdes diferentes presentes neste grupo faz do diagndstico
destas lesbes uma atividade desafiadora, especialmente quando existe
pouco material para ser analisado como no caso das PAAF (pungéao
aspirativa por agulha fina) e das bidpsias incisionais. Por isso, a identificagao
de marcadores moleculares de diagndstico e progndstico € tdo importante,
especialmente para este grupo de neoplasias.

O adenoma pleomorfico € o tumor benigno mais comum. Apesar de
apresentar uma lenta progressao, o adenoma pleomorfico sem tratamento
pode causar significante morbidade e até a morte (MENDENHALL et al.
2008). A taxa de recorréncia desses tumores varia de 1 a 5% e também ha o
risco de transformacgédo maligna, que pode ocorrer de 3% a 4% dos casos
(LINGAM et al. 2011).

O carcinoma mucoepidermodide € o tumor maligno mais comum das

glandulas salivares e representa cerca de 5 a 15% de todos os tumores de



glandula salivar. Esses tumores ocorrem tanto nas glandulas maiores quanto
nas menores, sendo composto por células epidermdides, mucosas e
intermediarias. Os tumores mucoepidermoéides sao classificados em graus,
baixo, intermediario e alto, com base em diversas caracteristicas, como por
exemplo, a taxa mitética, a frequéncia de células epidermodides, células
produtoras de mucina, diferenciacao celular, tamanho do tumor, formacéao de
cistos, invasao perineural e metastase (GOODE et al. 1998; KAYE 2006;
SEETHALA 2009; BAI et al. 2012; MCHUGH et al. 2012).

O carcinoma adendide cistico (CAC) origina-se das células ductais e
mioepiteliais provenientes dos ductos intercalares e forma trés distintos
padrées microscopicos: tubular, cribriforme e sdlido. A forma cribriforme é a
mais prevalente sendo composta por ilhas de pequenas células com nucleo
basofilico, citoplasma claro e muitos espacgos cisticos. Na forma tubular
observam-se estruturas semelhantes a ductos ou tubulos. Além disso, esses
dois padrdes sao caracterizados pela participacao das células mioepiteliais e
epiteliais e sdo conhecidos pelo comportamento indolente. Ja a forma sélida
€ caracterizada por mostrar discreta tendéncia de formar ductos ou espacgos
cisticos o que a diferencia dos dois outros padrdoes, sendo também
associado a perda parcial das células mioepiteliais (atribuidas como
“supressoras de tumor”) e grande atividade mitética o que lhes confere o
comportamento biolégico agressivo (ALVES et al. 2005; BELL e HANNA
2012; LIU et al. 2012). A natureza infiltrativa do CAC é responsavel pela
caracteristica tumoral de disseminacéao local recorrente, a qual pode ocorrer

anos apo6s o tratamento cirurgico e a radioterapia inicial (LAURIE e LICITRA



2006). O CAC representa aproximadamente 10% dos tumores de glandula
salivar. E caracterizado por invasdo em tecido adjacente e disseminagao
hematogénica em 6rgaos distantes principalmente pulmao, ossos e figado
(LIU et al. 2012). O CAC é caracterizado por progressao lenta, entretanto, a
recidiva local e a metastase a distdncia resultam em uma baixa taxa de
sobrevida a longo prazo em que 80% a 90% dos pacientes morrem da
doenga em um periodo de 10 a 15 anos (EVESONZ2005).

Apesar dos avancos solidos alcancados pelas pesquisas,
biomarcadores que auxiliem no diagnostico das neoplasias das glandulas
salivares e que expliquem a sua evolugao e progressao ainda sao motivos
de intensa investigacdo. As informagdes das recentes pesquisas sobre
alteragdes moleculares nas neoplasias das glandulas salivares abrem uma
importante via para a compreensao dos mecanismos de tumorigénese desse
grupo de lesbes. Esse conhecimento certamente servira, no futuro, como
base para o desenvolvimento de novas técnicas aplicaveis para o
diagndstico e para o desenvolvimento de novas incursdes terapéuticas.

O entendimento de mecanismos de alteragbes celulares das
neoplasias &€ de extrema importdncia para se alcancar inovagdes nos
tratamentos. Varios estudos tém demonstrado que o processo de transicio
epitélio-mesénquima (EMT, do inglés Epithelial-to-MesechymalTransition)
promove diferenciagdo em tecidos epiteliais, sugerindo um papel importante
no processo metastatico (THIERY et al. 2009; LAMOUILLE et al.

2013;NIETO et al. 2016).



1.3 TRANSIGAO EPITELIO MESENQUIMA

A transicao epitélio mesénquima (EMT), é um processo celular em
que as ceélulas mudam seu fendtipo epitelial original e adquirem
caracteristicas de células mesénquimais, sendo um processo crucial no
desenvolvimento embrionario (COME et al. 2004; THIERY et al. 2009;
YEUNG e YANG 2017). Varias vias de sinalizagéo tais como TGF-3, WNT,
NOTCH tém sido implicadas na indu¢ado de EMT (YEUNG e YANG 2017). O
inicio da EMT é acompanhado por mudangas na expressao dos fatores de
transcrigcdo, que regulam a expressédo génica e promovem a desregulagao
na sintese de proteinas correspondentes (MATYSIAK et al. 2017; YEUNG e
YANG 2017).

A EMT é controlada primariamente por trés familias de fatores de
transcrigdo: a familia de fatores do tipo "zincfinger" Snail (Snail/Slug), ZEB
(ZEB1/ZEB2) e a familia dos fatores do tipo "helix-loop-helix" (Twist)
(LAMOUILLE et al. 2013; YEUNG e YANG 2017).

O fendbmeno da EMT é composto por multiplos passos e € iniciado
pela perda de adesao celular associada a perda de marcadores epiteliais,
tais como a E-caderina, ja a B-catenina, N-caderina, vimentina e fibronectina,
que sao marcadores mesénquimais, tem um ganho na expressao
(DIEPENBRUCK e CHRISTOFORI 2016; MATYSIAK et al. 2017) (Figura 3).
Em seguida ha uma perda de polarizagdo basoapical, remodelagem do
citoesqueleto, alteracdo da adesdo na matriz e ativacdo de enzimas

proteoliticas, tais como as metaloproteases de matriz (GUARINO et al. 2007;



VOULGARI e PINTZAS 2009; IWATSUKI et al. 2010; ZARAVINOS 2015). A
EMT acontece normalmente durante a embriogénese e morfogénese e esta
envolvida em condigbes de fibrose apdés um ferimento no tecido (GUARINO
et al. 2007; CHEN et al. 2012; ZARAVINOS 2015; DIEPENBRUCK e
CHRISTOFORI 2016). Recentes estudos abordam a participagado da EMT na
progressao tumoral: células tumorais quando passam por EMT podem
adquirir propriedades invasivas, resultando na criacdo de um microambiente

favoravel para o desenvolvimento/progressao tumoral (Figura 4).

Fendtipo Fendtipo
Fenétipo epitelial intermediario das mesé&nquimal
células de transigdo -
NN BRI JELERTIA O RN gy, L
calul i ] i | i i | Fiit - . G = S — Células
élulas & & .
o ) ) D) . = |\ DS > QS P _—  mesénquimais
epiteliais 2 | e y — - -

Perda progressiva de marcador
o ganho de marcadores mesénquimais

Fonte:Modificado de KALLURI e WEINBERG (2009)
Figura 3 - Processo da perda da expressdo da expressdo de marcadores
epiteliais e o aumento da expressdo de marcadores mesénquimais. O

diagrama apresenta as células epiteliais sofrendo uma perda progressiva de caracteristicas
epiteliais e adquirindo caracteristicas mesénquimais, e com isso a perda da expressao de

marcadores epiteliais e 0 ganho de expressao de marcadores mesénquimais.



1 QJ Célula epitelial @ Célula tumoral mesénquimal
@ Célula tumoral Célula tumoral sob transicdo MET

@~ Fibroblastos {Eﬁi& Célula do sistema Imune
~——

Fonte: Modificado de PEINADO et al. (2007)

Figura 4 - O processo da EMT e a plasticidade epitelial. Diagrama esquematico
das principais propriedades das células durante o processo de transicdo epitélio-
mesénquima (EMT). As células que sofreram a EMT durante a invasao tumoral s&o
caracterizadas pela perda de adesao célula-célula e da polaridade acompanhado do
rearranjo do citoesqueleto e aumento da motilidade celular. Podem ocorrer também células
que anteriormente tenham sofrido a EMT e sdo capazes de readquirir um fendtipo
epitelidide pela EMT reversa (MET) como resultado de novas interagdes com o

microambiente do tumor.

A participagdo do processo de EMT tem sido demonstrada em
diversos tumores por meio do uso de marcadores mesénquima-especificos,
ou seja, vimentina e fibronectina, marcadores epiteliais especificos, isto é, E-
caderina e citoqueratina, ou fatores de transcricao SNAIL/SLUG, ZEB, Twist
(IWATSUKI et al. 2010). A presenca desses marcadores tem sido descrita

como um fator prognéstico em varios carcinomas humanos (PEINADO et al.
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2004; IWATSUKI et al. 2010).Diversas vias de sinalizagdo como TGF§,
WNT, NOTCH, receptores de fatores de crescimento, HIF-1a, IL-6/STAT tém
sido implicadas na indu¢cdo da EMT em condic¢des fisioldgicas (YEUNG e

YANG 2017) (Figura 5).

Notch TGF Wht
| Y |
l J' T PRk mTOR PDK1 l
E \. GSK3p
E m PIP; ..—J’_—' PIES. —» -"A Bl A‘.
e SMAD2/3 + SMAD4 T
5| il
|
= v
m MANL p SMADZ/3) SMADA el — @350+ ToR/LEF
E CcsL i
=
z ¢ tenln TCF/LEF
NExB — 5 - Slug  ZEB1/2 TWIST /

Fonte: Modificado de STACY et al. (2017)
Figura 5 - Regulacdo do processo de EMT. A via de sinalizagdo Notch leva a

ativacao de NF-kB, que induz a EMT via aumento de expressédo de SNAIL1 e estabilizagédo
de B-catenina. TGFpB ativa as proteinas SMAD que promovem a transcrigao dos fatores de
transcricdo SNAIL, SLUG, ZEB e TWIST. Além disso, a via TGFf interage com a via Wnt
através da via PISK/AKT. A sinalizagdo de Wnt estabiliza a expressdao de B-catenina,
permitindo que ela forme um complexo transcricional com os fatores TCF/LEF estimulando

a transcrigcao de reguladores da EMT como Snail, Slug e Vimentina.

1.3.1 E-caderina

A E-caderina € uma glicoproteina transmembrana dependente de
célcio expressa nos tecidos epiteliais, que constréi uma juncéo firme ligando
as células adjacentes. A perda de E-caderina pode levar a progressao do
tumor, metastase e pior prognostico em carcinomas humanos. Durante o
desenvolvimento, o comportamento das caderinas permite ndo somente o

posicionamento as células, mas também leva a diferenciacdo e separagao
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de diferentes camadas de tecidos e migracao celular (IWATSUKI et al. 2010;
RAJWAR et al. 2015).

A perda da expressao de E-caderina € o principal evento no processo
de EMT. Mecanismos que levam a perda da funcido de E-caderina incluem a
hipermetilacdo das ilhas CpG na regido promotora do gene, a modificagéo
das histonas e a expressao dos fatores de transcricdo ZEB1, ZEB2, Snail e

Twist (COME et al. 2004; IWATSUKI et al. 2010; TELLEZ et al. 2011).

1.3.2 Twist

Twist € um fator de transcricdo que apresenta em sua estrutura a
presenca de duas a-hélices conectadas por um loop (familia de fatores
basichelix-loop-helix (bHLH)) (MATYSIAK et al. 2017). Atua na regulagéo da
gastrulagédo, controlando os movimentos celulares e reorganizagdo dos
tecidos durante o inicio da embriogénese (QIN et al. 2012).

A atuacdo de Twist promove indiretamente a diminuigao da expressao
de E-caderina, mas também envolve o aumento de expressdo de
marcadores mesénquimais. Além disso, Twist desempenha um papel
importante em outros processos metastaticos como angiogénese,
extravasamento, instabilidade cromossémica e protecdo contra a apoptose
(IMANI et al. 2016; MATYSIAK et al. 2017).

Recentes estudos tém demonstrado que aumento de expressao de
Twist ocorre em diversos tumores malignos apresentando um papel crucial
no processo metastatico e promovendo a EMT. Alta expressao de Twist tem
sido inversamente correlacionada a baixa expressao de E-caderina em

carcinoma de endométrio, mama, tumores hematologicos (FU et al. 2012;
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FENG et al. 2013; NOROZI et al. 2016). IMANI et al. (2016) realizando uma
meta-analise identificaram que a expressao de Twist, Snail e Slug apresenta
um potencial progndstico em carcinoma de mama metastatico, sendo o

aumento da expressao associado a pior taxa de sobrevida.

1.3.3 ZEB1

A proteina ZEB1 (Zincfinger E-box-bindinghomeobox 1) faz parte da
familia de fatores de transcrigdo do tipo zincfinger. ZEB1 interage com
regides regulatérias dos genes alvo levando a repressdao de genes
relacionados ao desenvolvimento de células hematopoiéticas como também
componentes da matriz extracelular. Ativacdo de genes relacionados a
diferenciagdo mesenquimal também tem sido descrita (SCHMALHOFER et
al. 2009).

Estudos tém demonstrado que o aumento da expressdo de ZEB1
pode inibir a expressdo de E-caderina, apresentando um importante papel
no desenvolvimento, invasao e metastase em diversos tipos de tumores, tais
como, pulmao, prostata e ovario, contribuindo para o processo de EMT
(ROY et al. 2010; JIA et al. 2012; GUO et al. 2014). Tem sido proposto que
Snail e ZEB1 iniciariam a repressao de E-caderina e, posteriormente, Slug e
ZEB2 manteriam essa repressao de E-caderina(IWATSUKI et al. 2010).

Além do papel no processo de EMT as proteinas ZEB estao
envolvidas em outros processos associados ao desenvolvimento tumoral

como angiogénese. A expressao das proteinas ZEB pode ser regulada pelas
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vias de sinalizacdo TGF@, TNFa, NFkB e Hedgehog (SCHMALHOFER et al.

2009).

1.3.4 c-KIT

O c-kit € um receptor de tirosina quinase desregulado em diversos
tipos de tumores como carcinoma de pulm&o pequenas células, melanomas
malignos, cancer colorretal e mais de 80% dos casos de tumores
gastrointestinais. Nesses tumores a mutagédo do gene c-kit é frequentemente
observada (LENNARTSSON e RONNSTRAND 2012).

c-kit desempenha um papel fundamental na proliferacdo e
diferenciacao tumoral, desenvolvimento de recidivas, invasido e metastase.
Recentes estudos tém demonstrado que c-kit pode atuar na inducdo do

processo de EMT em carcinoma adendide cistico (TANG et al. 2010, 2014).

1.3.5 Snail

A familia de fatores de transcricdo Snail € composta por 3 membros
Snail, Slug e Twist (PEINADO et al, 2004; IWATSUKI, 2009).Snail tem sido
implicado em varias fungdes durante o desenvolvimento embrionario e na
vida adulta, incluindo diferenciagdo na mesoderme, controle da gastrulagao,
formacdo da crista neural, assimetria bilateral, desenvolvimento neural,
apoptose e divisao celular. A expressao dos membros dessa familia também
pode estar envolvida no processo de tumorigénese, controlando o fendbmeno
da EMT (COME, 2004, THIERY,2002).Snail é denominado como um

repressor transcricional e indutor da EMT (PEINADO et al,2007).A perda da
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expressao da E-caderina pode indicar que Snailinciou essa indugao a EMT,
mas essa perda da expressdo de E-caderina pode ser incompleta, pois &

frequentemente detectada em tumores metastaticos (THIERY,2002).

1.4 JUSTIFICATIVA

A avaliacdo da transi¢cdo epitélio mesénquima (EMT), durante a
morfogénese e tumorigénese das glandulas salivares humanas, permite uma
melhor compreensdo dos mecanismos de tumorigénese nas glandulas
salivares e um melhor entendimento dos componentes das neoplasias
derivadas dessas glandulas. O processo da EMT acontece durante a
invasdo tumoral e estd associada a ocorréncia de metastase e pior
prognéstico. Os tumores de glandula salivar compreendem um grupo
heterogéneo com uma baixa incidéncia, o que torna essa variedade de
lesbes um desafio para o diagnodstico. Muitos estudos tém abordado a
importancia da EMT em varios tipos de lesdes, mas para o grupo de tumores

de glandula salivar este mecanismo ainda precisa ser elucidado.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo dos componentes do processo de transicdo epitélio-
mesénquima durante a morfogénese e tumorigénese das glandulas salivares

humanas

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

v Avaliar a imunoexpresséao das proteinas E-caderina, Twist, ZEB-1 e c-
Kit em amostras de adenoma pleomorfico, carcinoma adendide
cistico, carcinoma mucoepidermdide e em amostras de glandulas

salivares em desenvolvimento por imunoistoquimica
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionadas 23 amostras cirurgicas de pacientes com
adenoma pleomorfico 18 amostras cirurgicas de pacientes com carcinoma
adendide cistico e 14 amostras cirurgicas de pacientes com carcinoma
mucoepidermadide, provenientes do arquivo do Departamento de Anatomia
Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center. Os pacientes foram submetidos
a cirurgia no periodo de 1981 a 2011. Foram também utilizados 14
espécimes de glandulas salivares dissecadas de fetos humanos em
diferentes estagios gestacionais, provenientes de abortos espontaneos
(Quadro 1). Todos os fetos pesavam menos de 500 gramas, sendo
consideradas pecgas cirurgicas. As idades gestacionais dos fetos (4 a 25
semanas de vida-intrauterina) foram determinadas por meio da medida
plantar segundo MCBRIDE et al. (1984) no momento da dissec¢do. Esse
material pertence aos arquivos da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, e foi cedido para a realizagao desse trabalho.

Cinco (5) espécimes de glandulas salivares histologicamente normais
provenientes de cirurgias da cavidade oral também foram incluidos no
estudo. Essas glandulas salivares compreendem gléandulas mucosas
(menores) de varias regides da cavidade oral, e glandulas salivares maiores

- parotida, submandibular e sublingual.
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As laminas coradas em hematoxilina e eosina de cada caso foram
analisadas por um patologista para checagem das estruturas e selegao do
material utilizado na pesquisa. Foram incluidos no estudo materiais de pecas
cirurgicas de pacientes que dispunham de material parafinado para a
realizacdo da imunoistoquimica e que nao realizaram tratamento
neoadjuvante.

Apods a escolha do fragmento do tumor a ser utilizado na pesquisa, os
blocos de parafina foram separados e cortes histologicos desse material,
com 3um de espessura foram utilizados para a realizagdo da técnica de
imunoistoquimica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Instituigdo (protocolo numero: 1578/11D) (Anexo 1).

Quadro 1 - Descrigdo das amostras de glandula salivar em desenvolvimento
selecionados com relagao as idades gestacionais e localizagéo

Idade gestacional Quantidade de
Sitio de origem da amostra
(semanas) amostras
4 1 Parétida
12 1 Palato
13 2 Parotida, labio
15 1 Palato
18 1 Submandibular
19 4 Parétida, submandibular, 1abio
20 1 Paroétida
21 2 Parétida, submandibular
25 1 Lingua, parétida, mandibula, palato
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3.2 IMUNOISTOQUIMICA

As |laminas preparadas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol
por 5 minutos. O tecido foi re-hidratadoem concentracdes decrescentes em
etanol e as laminas lavadas em agua destilada.

A recuperagédo antigénica é um processo que aumenta a reatividade e
foi realizada por tratamento com calor na presenca de: citrato de sédio pH
6.0 ou EDTA/Tris pH 9.0, utilizando-se panela de pressdo ou banho maria
96°C, de acordo com a padronizagdo de cada anticorpo (Quadro 2). Apds a
recuperacdo antigénica foi feito o bloqueio da peroxidase endogena

utilizando-se solugéo de perédxido de hidrogénio em 3 banhos de 5 minutos.

Quadro 2 - Anticorpos primarios, clones, procedéncia, diluigdo, recuperagao
antigénica, controles positivos e padrdo de marcagao

Soro . L Recuperagdo | Controle | Padrdo de
Lo Clone Procedéncia | Diluicao . » .
primario antigénica positivo | marcacgao

EDTA/Tris
E-caderina 36 BD 1:2000 pH9,0; panela Mama Membrana

de presséo 15’

Citrato pH6.0;
Tumor

Twist 10E4E6 LsBio 1:1500 panela de Nucleo
de colon
presséo 15’
Citrato pH6.0,
Tumor Nucleo/
ZEB1 2A8A6 LsBio 1:800 panela de
de mama | Perinuclear
presséo 15’
EDTA/Tris
c-kit Yr145 Cell Marque 1:500 pH9,0; banho Pele Membrana

96°C 40’
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Em seguida foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas utilizando-
se a solugado ProteinBlock (Dako) por 20 minutos. As laminas foram entdo
incubadas por 16 horas a 4°C com o anticorpo especifico.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de
deteccdo Advance (Dako). A revelagao foi feita utilizando-se como substrato
cromégeno 3,3 — diaminobenzidina (DAB) e a contracoloragdo foi feita
utilizando-se a hematoxilina. Todas as reagdes foram acompanhadas de um
controle, em tecido sabidamente positivo para cada anticorpo utilizado. As
reacbes foram analisadas em microscépio convencional e os dados
estudados de forma descritiva e semiquantitativa. Na analise semi-
quantitativa foi considerado o seguinte escore, baseado no numero de
células e intensidade de marcacgao: 0, negativo (quando até 10% das células
estdo marcadas); 1, positivo (mais de 10% das células marcadas). Na
andlise descritiva foi avaliada a localizagdo da marcagdo (nucleo,
citoplasma, membrana) e a distribuicdo de marcagao (difuso, focal). A
analise foi feita por dois avaliadores que avaliaram consensualmente os

padrbes de marcacao.
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4 RESULTADOS

41 SELEGAO DOS PACIENTES

Foram selecionadas 55 amostras cirurgicas de pacientes com
portadores de tumores de glandulas salivares humanas sendo 23 de
adenoma pleomorfico 18 de carcinoma adendide cistico e 14 de carcinoma
mucoepidermodide. Foram também selecionadas 14 amostras de glandulas
salivares em desenvolvimento e 5 amostras de glandulas salivares sem
evidéncia de neoplasia. Imagens representativas de alguns casos

selecionados podem ser observadas nas Figuras 5,6 e 7.
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Figura 6 - Aspectos histopatoldgicos do adenoma pleomorfico. A e B, Células
mioepiteliais e epiteliais arranjadas em lengol/ductos neoplasicos (aumento original X250);
C, D e E, Células epiteliais e mioepiteliais em arranjos compactos e ductais e estroma
mixoide. Observar em D e E a relagao do tumor com a periferia (capsula) (aumento original

X250); F, Adenoma pleomérfico com estroma hialino (aumento original X250).
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Figura 7 - Aspectos histopatologicos do carcinoma adenoide cistico. A,
carcinoma adendide cistico de padrdo tubular (aumento original X250); B, carcinoma
adendide cistico de padrédo tubulo cribriforme (aumento original X250); C, carcinoma
adendide cistico de padrao cribriforme (aumento original X250); D, carcinoma adendide

cistico de padrao sélido com pequenas aberturas luminais (aumento original X250).
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Figura 8 - Aspectos histopatoldgicos do carcinoma mucoepidermdide. A,
aspecto geral do tumor, apresentando tanto areas sélidas quanto lagos mucosos (aumento
original X100); B, area de lago mucoso no carcinoma mucoepiderméide em maior aumento
(aumento original X200); C e D, area de lago mucoso, mostrando células mucosas e
intermediarias (aumento original X400); E e F, areas mais sdlidas do
carcinomamucoepiderméide apresentando predominio de células epiderméides (aumento
original X400).
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4.2 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS E DEMOGRAFICOS

Dos pacientes portadores de adenoma pleomoérfico 12 eram mulheres
e 11 homens e as idades variam entre 14 e 67 anos de idade (mediana das
idades = 38 anos). O local mais frequentemente acometido foi a parétida
com 14 pacientes (Tabela 1).

Dos pacientes portadores de carcinoma adenoide cistico 11 eram
mulheres e 7 eram homens e as idades variam entre 16 e 75 anos de idade
(mediana de idades = 45 anos) (Tabela 2).

Dos pacientes portadores de carcinoma mucoepidermoide, 6 eram
mulheres e 8 homens e as idades variaram entre 28 e 65 anos de idade
(mediana das idades = 51 anos). O grau histolégico baixo foi prevalente,

ocorrendo em 5 pacientes (Tabela 3).



Tabela 1 - Caracteristicas demograficas,
pacientes com adenoma pleomoérfico (n=23)

clinicas e patologicas dos

Caracteristicas

Categorias

Numero de pacientes (%)

Idade

Género

Raca

Local do tumor

Invasao perineural

Invasao vascular

<=40
> 40
Feminino
Masculino
Branca
N&o Branca
n/d*
Pardétida
Submandibular
Cavidade oral
Sim
Néo
n/d*
Sim
Nao
n/d*

12 (52,1%)
11 (47,9%)
12 (52,1%)
11 (47,9%)
18 (78,2%)
04 (17,3%)
01 (4,5%)
14 (60,8%)
06 (26,1%)
03 (13,1%)
01 (4,4%)
15 (65,2%)
07 (30,4%)
00 (00,0%)
16 (69,5%)
07 (30,5%)

*. n/d informac&o nao disponivel



Tabela 2 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas dos

pacientes com carcinoma adenoide cistico (n=18)

Caracteristicas Categorias Numero de pacientes (%)
Idade <=40 02 (11,1%)
> 40 12 (66,6%)
n/d* 04 (22,3%)
Género Feminino 11 (61,1%)
Masculino 07 (38,9%)
Raca Branca 07 (38,9%)
Nao Branca 04 (22,2%)
n/d* 07 (38,9%)
Local do tumor Parétida 03 (16,6%)
Submandibular 02 (11,1%)
Cavidade oral 11 (61,2%)
n/d* 02 (11,1%)
Invasao perineural Sim 13 (72,3%)
Nao 05 (27,7%)
Invasao vascular Sim 03 (16,6%)
Nao 14 (77,7%)
n/d* 01 (5,7%)
Metastase em linfonodo Sim 05 (27,7%)
Nao 11 (61,2%)
n/d* 02 (11,1%)

*, n/d informagao nao disponivel
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Tabela 3 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas dos
pacientes com carcinoma mucoepidermoide (n=14)

Caracteristicas Categorias Numero de pacientes (%)
Idade <=40 04 (28,5%)
> 40 10 (71,5%)
Género Feminino 06 (42,8%)
Masculino 08 (57,2%)
Racga Branca 12 (85,8%)
N&o Branca 02 (14,2%)

Local do tumor

Grau histoldgico

Parotida
Cavidade oral
Alto

Intermediario

06 (42,8%)
08 (57,2%)
04 (28,5%)
02 (14,2%)

Baixo 05 (35,8%)

n/d* 03 (21,4%)

Invasao perineural Sim 04 (28,6%)
Nao 07 (50,0%)

n/d* 03 (21,4%)

Invasao vascular Sim 03 (21,4%)
Nao 08 (57,2%)

n/d* 03 (21,4%)

Metastase em linfonodo Sim 06 (42,9%)
Nao 03 (21,4%)

n/d* 05 (35,7%)

*, n/d informacgao nao disponivel
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4.3 IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas para as 23 amostras
cirurgicas de pacientes com adenoma pleomorfico, 18 amostras cirurgicas
de pacientescom carcinoma adenoide cistico, 14 amostras cirurgicas de
pacientes com carcinoma mucoepidermoide, 14 amostras de glandulas
salivares em desenvolvimento e 5 amostras de glandulas salivares
histologicamente normais para avaliagcdo das proteinas E-caderina, Twist,
ZEB1 e c-Kit. As laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico e os dados
estudados de forma qualitativa e semiquantitativa. Os resultados estéo

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Imunoexpressdo das proteinas em amostras de adenoma
pleomdérfico, carcinoma adenoide cistico, carcinoma mucoepidermdide e
glandulas salivares em desenvolvimento

Total de
Proteina Tecido Positivo Negativo amostras
(numero)*
E-caderina Adenoma 20 (100,0%) 00 (0,0%) 20
CAC 16 (100,0%) 00 (0,0%) 16
Muco 13 (100,0%) 00 (0,0%) 13
Glandula em desenvolvimento 12 (100,0%) 00 (0,0%) 12
Twist Adenoma 21 (100,0%) 00 (0,0%) 21
CAC 17 (100,0%) 00 (0,0%) 17
Muco 10 (76,9%) 03 (23,1%) 13
Glandula em desenvolvimento 08 (66,7%) 04 (33,3%) 12
ZEB1 Adenoma 20 (100,0%) 00 (0,0%) 20
CAC 17 (100,0%) 00 (0,0%) 17
Muco 09 (75,0%) 03 (25,0%) 12
Glandula em desenvolvimento 12 (100,0%) 00 (0,0%) 12
c-kit Adenoma 19 (86,4%) 03 (13,6%) 22
CAC 16 (88,9%) 02 (11,1%) 18
Muco 03 (23,1%) 10 (76,9%) 13
Glandula em desenvolvimento 03 (23,1%) 10 (76,9%) 13

*

realizacdo da técnica de imunoistoquimica

, 0 valor total de amostras pode variar de acordo com a disponibilidade de material para a
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4.3.1 E-caderina

A proteina E-caderina foi expressa em todas amostras selecionadas.
Os casos de adenoma pleomorfico apresentaram positividade nas células
epiteliais neoplasicas, principalmente nas estruturas ductiformes. A
expressdo foi regular ao longo da membrana celular. Nas células
mioepiteliais plasmocitdides a expressdo de E-caderina foi fraca e
descontinua na membrana plasmatica, e nas regides mixoides e condrdides
da neoplasia a proteina nao foi expressa. A E-caderina também foi expressa
nos casos de CAC, apresentando expressao forte nas células epiteliais, com
uma forte marcacdo nas estruturas tubulares. Ja nas areas de células
mioepiteliais a expressao foi fraca e descontinua. Nos casos de carcinoma
mucoepidermdide, a expressao de E-caderina foi heterogénea: positividade
maior nas células mucosas e uma perda focal em areas escamosas e de
fronte de invasdo. E-caderina também foi expressa nas amostras de
glandula salivar em desenvolvimento e glandulas normais. Os resultados

estao ilustrados na Figura 9.
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Figura 9 - Expressdo da proteina E-caderina em tumores de glandula

salivar. A, expressdo forte no contorno da membrana plasmatica de células epiteliais
(células do tipo ductais) no adenoma pleomérfico (aumento original X400); B, carcinoma
mucoepiderméide de baixo grau com exuberante area de células mucosas e células
intermediarias positivas para E-caderina (aumento original X400); C, area cribriforme do
carcinoma adendide cistico: positividade nas células epiteliais neoplasicas e auséncia da E-
caderina nas células mioepiteliais (aumento original X250); D, glandula salivar em
desenvolvimento: expressdo de E-caderina na fase canalicular/botdo terminal (aumento
original X400); E, glandula salivar em desenvolvimento: expressdo de E-caderina na fase
de botdo terminal, na regido dos ductos intercalares (aumento original X400); F, expressao

de E-caderina na glandula salivar normal (aumento original X400).
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4.3.2 Twist

A proteina Twist foi amplamente expressa nas amostras
selecionadas. Os casos de adenoma pleomoérfico e CAC apresentaram
positividade nuclear em todas as amostras. Twist apresentou positividade
nuclear nas células epidermdides, mucosas e intermediarias na maioria dos
casos de carcinoma mucoepidermoide. Positividade citoplasmatica foi
observada em um caso. Nas glandulas salivares em desenvolvimento Twist
foi expressa na maioria das amostras em padrdao nuclear. Positividade
nuclear também foi observada nas amostras de glandula salivar normais. Os

resultados estao ilustrados na Figura 10.
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Figura 10 - Express&o da proteina Twist em tumores de glandula salivar. A,
expressao nuclear de Twist em adenoma pleomorfico e negatividade na regido de estroma
(aumento original X400); B, carcinoma mucoepidermoide de baixo grau com area de células
mucosas e células intermediarias positivas para Twist (aumento original X400); C,
expressdo de Twist em area cribriforme do carcinoma adenoide cistico (aumento original
X250); D, expressao de Twist em area de invasdo no carcinoma adendide cistico (aumento
original X250); E, glandula salivar em desenvolvimento: expressao de Twist na fase de
botdo terminal (aumento original X400); F, expressdo de Twist no intersticio da glandula

salivar normal (aumento original X400).
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4.3.3 ZEB1

Nos casos de adenoma pleomorfico, a expressao perinuclear de
ZEB1 foi observada em raras células. Trés casos apresentaram também
positividade citoplasmatica nas células luminais. Nos casos de CAC foi
observada expressao perinuclear nas células tumorais e expressao nuclear
nas células do estroma. Apenas 1 caso apresentou expressao nuclear nas
células tumorais. Nos casos de carcinoma mucoepidermoide também foi
observada expressao perinuclear nas células tumorais e expressao nuclear
nas células do estroma. Em 1 caso foi observada expressdo nuclear em
raras células epidermodides. Positividade perinuclear também foi observada
nas glandulas salivares em desenvolvimento, sendo que em 5 casos
também foi observada positividade nuclear. Nas glandulas normais foi
observada positividade perinuclear nas células luminais. Os resultados estao

ilustrados na Figura 11.
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Figura 11 - Expressao da proteina ZEB1 em tumores de glandula salivar. A,
expressao perinuclear de ZEB1 em raras células do adenoma pleomoérfico e expressao
citoplasmatica em células luminais (aumento original X400); B, carcinoma mucoepidermaéide
apresentando expressao perinuclear nas células mucosas e células intermediarias (aumento
original X400); C, expressao perinuclear de ZEB1 em &rea tubular do carcinoma adendide
cistico (aumento original X400); D, expressao perinuclear de ZEB1 na fase pseudoglandular
da glandula salivar em desenvolvimento (aumento original X400); E, expresséo perinuclear
de ZEB1 no intersticio do botdo terminal da glandula salivar em desenvolvimento (aumento
original X400); F, expressdao de ZEB1 no intersticio da glandula salivar normal (aumento
original X400).
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4.3.4 c-kit

Nos casos de adenoma pleomoérfico a positividade para c-kit foi
observada nas células epiteliais e nos ductos neoplasicos; nas células
mioepiteliais ndo houve expressdo da proteina. Nos casos de CAC as
células epiteliais e ductos neoplasicos apresentaram uma forte positividade;
nas células mioepiteliais a proteina nao foi expressa. Ja para os casos de
carcinoma mucoepidermdide houve positividade em poucas células nos
centros das ilhas tumorais em algumas células escamosas. Em estruturas
ductiformes a expressao foi positiva e nas areas com células intermediarias
e em todo o restante do tecido ndo houve expressao de c-Kit. Nas amostras
de glandula salivar em desenvolvimento e glandulas normais, a expressao
foi praticamente negativa apresentando positividade focal apenas em

estruturas ductais. Os resultados estao ilustrados na Figura 12.
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Figura 12 - Expressao da proteina c-kit em tumores de glandula salivar. A,
ductos neoplasicos positivos para c-Kit e células mioepiteliais negativas no adenoma
pleomorfico (aumento original X200); B, c-Kit expressa nos ductos e células epiteliais
neoplasicas e células mioepiteliais negativas (aumento original X400); C, carcinoma
mucoepidermoide: positividade focal em raras células isoladas (aumento original X400); D,
estrutura cribriforme do carcinoma adendide cistico apresentando positividade para c-kit
(aumento original X400); E, auséncia de expresséo de c-kit em botao terminal da glandula
salivar em desenvolvimento (aumento original X400); F, positividade em raras células da

glandula salivar normal (aumento original X400).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressao de proteinas associadas ao
processo de transi¢cao epitélio-mesénquima (EMT) utilizando a técnica de
imunoistoquimica em amostras de adenoma pleomorfico, carcinoma
adenoide cistico, carcinoma mucoepidermdide e glandulas salivares em
desenvolvimento.

O adenoma pleomorfico € o tumor benigno mais comum. Apesar de
apresentar uma lenta progressao, apresenta uma taxa de recorréncia de 1 a
5% e também ha o risco de transformagao maligna, que pode ocorrer de 3%
a 4% dos casos (MENDENHALL et al. 2008; LINGAM et al. 2011). O
carcinoma mucoepidermdide € o tumor maligno mais comum das glandulas
salivares e representa cerca de 5 a 15% de todos os tumores de glandula
salivar (GOODE et al. 1998; KAYE 2006; SEETHALA 2009; BAI et al. 2012;
MCHUGH et al. 2012). O carcinoma adendide cistico (CAC) representa
aproximadamente 10% dos tumores de glandula salivar e é caracterizado
por progressao lenta, entretanto, com alta taxa de recidiva local e metastase
a distancia (EVESON 2005; LIU et al. 2012).

A compreensio dos mecanismos associados ao desenvolvimento das
neoplasias &€ de extrema importdncia para se alcancar inovagdes nos
tratamentos. Varios estudos tém demonstrado que o processo de transicio

epitélio-mesénquima promove diferenciagcdo em tecidos epiteliais, sugerindo
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um papel importante no processo metastatico (THIERY et al. 2009;
LAMOUILLE et al. 2013; NIETO et al. 2016).

A EMT, é um processo celular em que as células epiteliais perdem a
adesdo célula-célula e adquirem caracteristicas mesénquimais, com
habilidades migratérias importantes, em um processo natural e crucial no
desenvolvimento embrionario e em processos de cicatrizacdo (COME et al.
et al. 2004; TELLEZ et al. 2011; YEUNG e YANG 2017). O mecanismo
também pode auxiliar na progressdo tumoral: quando as células tumorais
passam pelo processo da EMT podem adquirir propriedades invasivas,
resultando na criagdo de um microambiente favoravel para o
desenvolvimento e progressao tumoral (PEINADO et al. 2004; IWATSUKI et
al. 2010).

Diversas vias de sinalizagdo como TGFB, WNT, NOTCH, receptores
de fatores de crescimento, HIF-1a, IL-6/STAT tém sido implicadas na
indugdo da EMT em condi¢des fisiologicas (YEUNG e YANG 2017). Em
resposta a esses estimulos, fatores de transcricdo sao ativados,
promovendo a regulagao do processo de EMT. Os principais fatores incluem
a familia SNAIL (SNAIL1 e SNAIL2), a familia TWIST (TWIST1 e TWIST2), e
a familia (ZEB 1 e ZEBZ2). Os fatores SNAIL e ZEB sao capazes de se ligar
as sequéncias E-box na regido promotora da E-caderina e reprimir a sua
transcricdo. Ja TWIST reprime a transcricdo de E-caderina indiretamente
pela indugdo de SNAIL (CHEN et al. 2017; YEUNG e YANG 2017).

A E-caderina é uma glicoproteina de membrana que desempenha um

papel importante na ades&o célula-célula e morfogénese tecidual. A perda
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da sua expressao pode levar a progressdo tumoral, metastase e pior
prognoéstico em carcinomas humanos (IWATSUKI et al. 2010; KOURTIDIS et
al. 2017).

A perda da expressao de E-caderina é o principal evento no processo
de EMT (THIERY et al. 2009; IWATSUKI et al. 2010; YEUNG e YANG 2017).
Diversos estudos tém demonstrado a perda da expressdao de E-caderina
associada ao pior prognostico em tumores. DA SILVA et al. (2014)
observaram a diminuicdo da expressao de E-caderina e aumento de
expressao de [(-catenina e vimentina associada a carcinoma epidermoide
oral. ANGADI et al. (2016) descreveu perda de E-caderina associada a
diminuicdo na expressao de [-catenina e aumento na expressao de N-
caderina em carcinoma epidermoide oral. YI et al. (2016) observaram perda
de E-caderina associada a alta taxa de recorréncia em carcinoma
hepatocelular.

Nossos resultados demonstram expressao da proteina E-caderina em
todas as amostras de glandula salivar. Contudo, foi possivel observar que ha
diminuicdo da expressao de E-caderina nas células mioepiteliais tanto nos
casos de adenoma quanto nos casos de carcinoma adendide cistico. As
células mioepiteliais aceleram a diferenciacdo das células epiteliais e
participam na formagcao da membrana basal, e sdo conhecidas também por
suprimir a invasao tumoral (YE et al. 2017). TANG e ZHOU (2011), citado
por YE et al. (2017, p.6) utilizaram marcadores especificos para identificar as
células mioepiteliais em amostras de adenoma pleomorfico, tumores

malignos e areas proximas ao tumor e observaram que as células
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mioepiteliais sdo menos abundantes em tumores malignos, ja no adenoma
pleomdérfico as células mioepiteliais sdo mais abundantes, sugerindo que a
disfungdo das células mioepiteliais pode aumentar a gravidade da
malignidade para os tumores de glandula salivar e que células mioepiteliais
irregularmente diferenciadas podem acelerar o desenvolvimento dos
tumores de glandula salivar.

Ja estudo de JIA et al. (2015) descreveu que expressdao de E-
caderina foi significativamente menor em CAC quando comparado com
tecidos normais de glandula salivar. Além disso, a auséncia de expressao de
E-caderina foi significativamente associada com invasdo perineural e
vascular e também metastase a distancia nos pacientes portadores de CAC.

Nos casos de carcinoma mucoepiderméide a expressao de E-
caderina foi heterogénea demonstrando uma positividade maior nas células
mucosas e uma perda focal em areas epidermoides e de fronte de invasao.
DA CUNHA et al. (2016) observaram perda de E-caderina mais acentuada
nas areas de fronte de invasdo em carcinoma epidermoéide de pénis. COSTA
et al. (2015) também descreveram perda mais acentuada de E-caderina em
areas de fronte de invasdo no carcinoma epiderméide oral, associada a
tumores mais invasivos.

A proteina Twist € um fator de transcricdo da familia basichelix-loop-
helix (bHLH). Alta expressao de Twist tem sido inversamente correlacionada
a expressao de E-caderina (FENG et al. 2012; NOROZI et al. 2016). A

ativacao de Twist, além da perda de expressado de E-caderina, pode levar a
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desregulacao de diversas outras proteinas, como indugdo de N-caderina,
BCL2 e B-catenina e inibicao de p53 e p14 (KHAN et al. 2013).

Em nosso estudo observamos que a proteina Twist foi amplamente
expressa em padrao nuclear nos tumores estudados. Contudo, néo
observamos diminuicdo da expressdo de E-caderina. NIU et al. (2007)
também descreveram aumento de expressao de Twist sem associagao com
a diminuicdo da expressdao de E-caderina: foi observado aumento da
expressao de VEGF, aumento da densidade de microvasos e aumento da
expressao de N-caderina, sugerindo um importante papel de Twist na
angiogénese e metastase do carcinoma hepatocelular.

Aumento da expressao da proteina Twist & frequentemente descrito
em cancer de mama, sendo considerado um fator importante na resisténcia
a hormbnio, por estar associado a perda da atividade do receptor de
estrogeno (VESUNA et al. 2012; MATYSIAK et al. 2017). Estudo de ZANG et
al. (2017) em carcinoma epidermodide de eséfago demonstrou que a proteina
Twist pode induzir as células a iniciar o processo de EMT levando a
radiorresisténcia adquirida. Expressao aumentada da proteina é associada a
ocorréncia de metastase, por meio da migragao e invasao.

YANG et al. (2010) demonstraram, em linhagens celulares de
carcinoma de cabeca e pescogo, que a proteina TWIST era um alvo da via
HIF-1a e que a inibigdo da expressdo de TWIST em camundongos diminuia
o0 numero de ndédulos metastaticos apds a injecdo de uma linhagem de tumor
de hipofaringe com super expressao de HIF-1a. Em tumores de cabecga e

pescoc¢o também foi observado que aumento de expressado de Twist e Bmi1
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estava associado a diminuicdo da expressdao de E-caderina e pior
prognéstico. Essas proteinas, além de contribuir para o processo de EMT,
também estdo associadas a manutencao das células tronco (YANG et al.
2010; WU e YANG 2011).

Em nosso estudo a expressao de ZEB-1 foi observada principalmente
na regido perinuclear nas células tumorais, e expressao nuclear nas células
do estroma. A positividade de ZEB-1 no estroma ja foi descrita em outros
tipos tumorais, como cancer de mama, bexiga, pulmdo e colorretal,
sugerindo que a sinalizagao paracrina de ZEB-1 poderia mediar a repressao
de E-caderina (GEMMILL et al. 2011; GOSCINSKI et al. 2015).

No estudo de JANG et al. (2015), a expressdao de ZEB1 em células
tumorais foi descrita como um fator progndstico independente para a
sobrevida livre de doenga em pacientes com cancer de mama triplo-
negativo.

Estudos tém demonstrado que, em tumores solidos, [-cateninaco-
localiza com ZEB1 no nucleo de células tumorais indiferenciadas no fronte
de invasdo (SANCHEZ-TILLO et al. 2011). Estudo em linfoma demonstrou
positividade de ZEB-1 associada a pior sobrevida, sendo que a associagao
com a expressao da proteina B-catenina ativada contribuiu para progressao
tumoral e resisténcia a quimioterapia (SANCHEZ-TILLO et al. 2014). Em
adicdo a um importante papel fisico na adesao celular, a E-caderina
desempenha um papel central na sinalizag&o da via Wnt, interagindo com a
proteina [B-catenina. A [-catenina atua de duas maneiras diferentes

dependendo da sua localizacido celular: quando a (B-catenina esta livre no
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citoplasma ela atua na adesao e quando a localizagao é nuclear atua como
um fator de transcricdo (NATARAJAN, et al. 2014). Durante a transdugao de
sinal Wingless/Wnt a B-catenina se acumula no citoplasma e é translocada
para o nucleo, associando-se ao fator TCF/Lef e promovendo a transcrigao
génica (ZARAVINOS 2015).

A via de sinalizacdo Wnt/B-catenina também esta ativa em células
que demonstram um fendtipo de EMT in vivo, caracterizado por
diferenciagcao celular e/ou aumento da motilidade celular, invasdao e
sobrevivéncia celular. Os fatores de transcrigado SNAIL1 (SNAI1), SLUG
(SNAI2) e ZEB1 (ZEB1), repressores da proteina E-caderina, podem ser
induzidos direta e/ou indiretamente por essa via de sinalizacdo levando a um
aumento na motilidade celular e invasdo (STRILLACCI et al. 2013). A via
Wnt também desempenha um papel importante na regulagdo do
desenvolvimento e na regulagao da fungao de célula-tronco (YU et al. 2012).

A proteina c-KIT é um receptor de tirosina quinase e o seu ligante é o
SCF (do inglés, stem cell factor). Além do papel na regulagado de processos
relacionados ao desenvolvimento, a ligagdo de c-kit ao SCF, pode induzir
vias de sinalizagdo envolvidas com a manutengao de células progenitoras
(CHENG et al. 2012). c-kit desempenha um papel importante na proliferagéo
e diferenciacdo de células tumorais e o aumento de sua expressao esta
associado a recorréncia, invasdo e metastase em diversos tumores
(LENNARTSSON e RONNSTRAND 2012).

TANG et al. (2014) demonstraram que c-kit também pode induzir a

expressao de fatores que estimulam a EMT e a sua expressao também é
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induzida por fatores que controlam a EMT como TGF-B em carcinoma
adendide cistico.

Nossos resultados demonstram expressao de c-kit nas areas ductais
em adenoma pleomodrfico e carcinoma adendide cistico. Ja os casos de
carcinoma mucoepidermoide apresentaram positividade em raras areas. Ja
TANG et al. (2010) demonstraram expressdo aumentada de c-kit em
tumores de glandulas salivares menores em comparagao com tumores nas
glandulas salivares maiores. Também observaram maior expressao de c-kit
em pacientes em estadio Ill/IV quando comparados com pacientes em
estadio I/ll, sugerindo que a expressao de c-kit possa estar relacionada com
o desenvolvimento tumoral em CAC. Expressao de c-kit estava associada a
expressao de Slug.

TAN et al. (2015), em um estudo de adenocarcinoma colorretal
mucinoso, sugerem que a ativagao do c-Kit apresenta uma associagao com
pior prognostico. A expressao aberrante de c-Kit poderia estar envolvida nos
processos de proliferacdo celular e invasao nesses tumores. O potencial
invasivo estava associado a diminuicdo da expressdo de E-caderina e/ou
aumento de vimentina, sugerindo a ocorréncia de EMT. PENG et al. (2015),
utilizando modelo animal, demonstraram expressao aberrante do c-kit em
adenocarcinoma de préstata, sugerindo que o aumento de expressao de c-
kit esteja envolvido no processo de proliferagéo e invasao.

Na inducdo da EMT trés familias de fatores de transcricdo sao
fundamentais. Essas familias sédo: as proteinas dedo de zinco (Snail e Slug),

dedo de zinco com homeodominio (ZEB1 e ZEB2) e helix loop helix (Twist 1
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e 2). Estes fatores se ligam a regido promotora da E-caderina e recrutam
varios co-repressores que promovem o silenciamento génico da E-
caderina(LEE e KONG 2016). Apesar de observarmos uma expressao ampla
das proteinas Twist e ZEB1, observamos a perda da E-caderina apenas em
algumas areas pontuais dos diferentes tumores (células mioepiteliais no AP
e CAC e fronte de invasdao no MEC). Dessa forma, outros fatores estédo
provavelmente regulando a expresséo da E-caderina nesses tumores.

Os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na regulagao da
EMT sdo complexos e podem ser iniciados por diferentes sinais
extracelulares, como por exemplo, TGF-B, WNT, NOTCH, que nao foram
avaliados nesse estudo. Diversos microRNAs tém sido descritos como
reguladores dos fatores de transcrigdo que controlam o processo de EMT
(LAMOUILLE et al. 2013; DIAZ-LOPEZ et al. 2014). Expressdo de
microRNAs membros da familia miR-200 tem sido associada aofendtipo
epitelial de células tumorais, sendo considerada um marcador de células E-
caderina+/vimentina-. A diminuicdo da expressdo dos miRNAs da familia
miR-200 durante o processo de EMT esta associada a repressao da
atividade dos membros da familia dos fatores de transcricdo ZEB e a
restauracao da expressdao do miR-200c é capaz de restituir a expressao de
E-caderina e restabelecer o fenétipo epitelial em varias linhagens celulares
tumorais (BRACKEN et al. 2008; BURK et al. 2008; IWATSUKI et al. 2010;
D’AMATO et al. 2013; FENG et al. 2014). Um outro exemplo € o do miR-9,
capaz de regular diretamente a E-caderina conforme demonstrado em

linhagens de cancer de mama (D’AMATO et al. 2013; DIAZ-LOPEZ et al.
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2014). O miR-138 pode suprimir a expressao de vimentina e ZEB2 assim
como pode também inibir EZH2, responsavel pelo silenciamento de E-
caderina (D’AMATO et al. 2013). Ja o miR-34a é bem estabelecido como
supressor tumoral e tem sido associado a regulagao de Snail, Slug e ZEB-1
(LAMOUILLE et al. 2013; DIAZ-LOPEZ et al. 2014).

Cabe ressaltar que em nosso estudo nao foi possivel a realizacado de
analise de associacdo entre a expressao das proteinas e caracteristicas
clinicas, demograficas e patolégicas dos tumores visto que foi observada
ampla expressao das proteinas avaliadas nos tumores.

De forma geral, observamos a expressao das proteinas E-caderina,
Twist, ZEB1 e c-kit nos tumores de glandula salivar. Perda da expressao
dessas proteinas foi observada pontualmente e outros estudos séao
necessarios para melhor esclarecer o papel do processo de EMT na

morfogénese e tumorigénese das glandulas salivares.
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6 CONCLUSOES

A proteina E-caderina foi expressa em todas as amostras tumorais e
também nas glandulas salivares em desenvolvimento e glandulas sem

evidéncia de neoplasia em padrao de membrana

A proteina Twist foi expressa na maioria das amostras tumorais e nas
glandulas salivares em desenvolvimento e glandulas sem evidéncia de

neoplasia em padrao nuclear

A proteina ZEB1 foi expressa na maioria das amostras tumorais e nas
glandulas salivares em desenvolvimento e glandulas sem evidéncia de
neoplasia em padrao perinuclear. Expressao nuclear foi observada nas

células do estroma

A proteina c-kit foi expressa nas amostras de adenoma pleomoérfico e
carcinoma adenodide cistico e glandulas sem evidéncia de neoplasias. Nos
casos de carcinoma mucoepidermbéide e glandulas salivares em

desenvolvimento foi observada rara expressao de c-kit
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