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RESUMO

by

Gomes ANM. Avaliacdo da expressdao génica associada a via de sinalizacdo TGFB em
tumores de glandulas salivares. S3o Paulo; 2021. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio

Prudente].

As glandulas salivares sdo estruturas formadas por um sistema de ductos e acinos
responsaveis por secretar saliva. Apesar de raros, os tumores de glandulas salivares
compreendem um grupo heterogéneo de lesdes, apresentando diferentes caracteristicas
histoldgicas, sendo de dificil classificacdo e comportamento clinico diverso. A identificacao
de novos marcadores moleculares tem sido alvo de pesquisas para melhor compreensao e
classificacdo dessas neoplasias, visto que a avaliacdo da expressdao génica e suas vias
envolvidas permite identificar genes associados a regulacdao que modula o desenvolvimento
neoplasico. Assim, novos achados podem direcionar a aplicacdo de novas técnicas para o
diagndstico, progndstico e tratamento terapéutico. Contudo, pouco se sabe sobre a via de
sinalizagdo TGFB em neoplasias mais comuns em glandulas salivares, como: Adenoma
Pleomorfico (AP), Carcinoma Mucoepidermoide (CME) e Carcinoma Adenoide Cistico (CAC).
Diante disso, torna-se necessario ampliar a pesquisa de genes associados para a
determinacdao de um painel de marcadores e, deste modo, fornecer informagdes que
possam contribuir com o diagndstico dessas neoplasias. O objetivo desse trabalho foi avaliar
a expressao génica relacionada a via de sinalizagdo TGFB por meio da técnica de RT-PCR em
tempo real (qPCR) destacando os marcadores TGF81, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1 e
c-MYC. Para tanto, foram selecionadas 13 amostras de AP, 17 de CME e 13 de CAC, além de
10 amostras de glandulas salivares ndo neoplasicas provenientes de cirurgias realizadas no
A.C.Camargo Cancer Center no periodo do ano 2000 a 2015 e fornecidas pelo Biobanco de
Tumores. Os resultados indicam que em pacientes com AP ha aumento da expressdao dos
genes TGFB1, LTPB1, c-MYC e FBN1, enquanto a expressao de SMAD2 diminui quando
comparados as amostras ndo neopldsicas. Em pacientes com CME, foi observada expressao
aumentada dos genes TGFB1, ITGB6, FBN1 e c-MYC enquanto a expressdo dos genes SMAD2
e SMAD4 diminui ao serem comparados as amostras ndo neoplasicas. Nos pacientes com

CAC, foi observada expressdao aumentada em quase todos os genes avaliados. Na analise de



clusterizacdo hierdrquica nao foi possivel classificar nas diferentes neoplasias de glandula
salivar. Para a validagdao dos resultados de expressdo génica foi realizada uma meta-analise
utilizando dados da literatura, sendo possivel observar concordancia nos valores de
expressao dos genes ITGB6, LTBP1 e TGFB81 em amostras de CME e dos genes FBN1, ITGB6,
LTBP1, c-MYC, SMAD2 e SMAD4 nas amostras de CAC. Comparando-se a expressao dos
genes entre os trés tipos de neoplasias estudados, foi observado aumento de expressdo dos
genes c-MYC, SMAD2 e SMAD4 nos casos de CAC e aumento da expressdao do gene ITGB6
nos casos de CME. A andlise de sobrevida demonstrou que, em pacientes com Carcinoma
Mucoepidermoide foi observado que a auséncia de linfonodo comprometido e auséncia de
recidiva estdo associadas a melhor probabilidade de sobrevida global em 5 anos. Nossos
resultados sugerem que a expressao diminuida dos genes SMAD2 e SMAD4 parece nao
interferir na regulagao transcricional de c-MYC, especialmente no AP e CME. Considerando
os genes ITGB6, TGFB1, LTBP1, FBN1 e c-MYC a expressao aumentada parece ser relevante
para a regulacdo da via de sinalizacdo no processo de tumorigénese. Sendo assim, este
estudo contribui para um melhor entendimento da via de sinalizacdo TGF em neoplasias de
glandulas salivares, além de fornecer informacdes para o desenvolvimento de potenciais

marcadores bioldgicos para essas neoplasias.



SUMMARY

Gomes ANM. [Expression evaluation of genes associated with the TGFB signaling pathway
in salivary gland tumors]. S3o Paulo; 2021. [Tese de Doutorado-Fundagao Anténio

Prudente].

Salivary glands are structures formed by a system of ducts and acini responsible for
secreting saliva. Although rare, salivary gland tumors comprise a heterogeneous group of
lesions, presenting different histological features, difficult classification, and diverse clinical
behavior. Identification of new molecular markers has been the subject of researchers for
better comprehension and classification of these tumors, since gene expression evaluation
and their signaling pathways allow the identification of genes associated with regulation that
modulated tumor development. Therefore, new findings can direct the application of new
technologies for diagnosis, prognosis, and therapeutic treatment. However, little is known
about the TGFp signaling pathway in the most common salivary gland tumors, such as:
Pleomorphic adenoma (PA), mucoepidermoid carcinoma (MEC), and adenoid cystic
carcinoma (ACC). In addition, it is necessary to expand research of genes and associated
genes for determining a panel of markers and, thus, provide information that could be
contribute with the diagnostic of these neoplasms. The aim of this study is to evaluate the
expression of genes associated with the TGFpB signaling pathway by real-time RT-PCR (qPCR)
highlighting the markers TGF81, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1, and c-MYC. For this
purpose, 13 PA samples, 17 MEC samples, 13 ACC samples, and histologically normal salivary
glands samples were selected from surgeries performed at A.C.Camargo Cancer Center
between 2000 and 2015. These samples were provided by Tumor Biobank. The results
indicate that PA patients presented an increased TGFB1, LTPB1, c-MYC, and FBN1 gene
expression whereas SMAD2 expression was decreased when compared to the normal
samples. In MEC patients, increased expression of TGFB1, ITGB6, FBN1, and c-MYC genes
was observed whereas SMAD2 and SMAD4 genes presented decreased expression. In ACC
patients, increased expression in almost all genes was observed. In hierarchical clustering
analysis it was not possible to classify the different salivary gland tumors. For the validation

of the gene expression results it was carried out a meta-analysis using the literature date,



being possible to observe an agreement in the expression values of the genes ITGB6, LTBP1
and TGFB1 in MEC samples and FBN1, ITGB6, LTBP1, c-MYC, SMAD2 and SMAD4 in ACC
samples. Comparing gene expression among the three tumor types studied it was observed
higher expression of c-MYC, SMAD2 and SMAD4 genes in ACC cases and higher expression of
ITGB6 in MEC cases. Survival analysis demonstrated that, in MEC patients it was observed
that absence of affected lymph nodes and absence of recurrence are associated with better
overall survival in 5 years. Our results suggest that the decreased expression of SMAD2 and
SMAD4 genes seems not to interfere with the transcriptional regulation of c-MYC, especially
in PA and MEC. Considering ITGB6, TGFB81, LTBP1, FBN1 and c-MYC increased gene
expression appears to be relevant for the regulation of the signaling pathway in tumorigenic
process. Thus, this study contributes to a better understanding of TGFp signaling pathway in
salivary gland tumors, apart from supplying information in development of potential

biomarkers for these tumors.
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1 INTRODUCAO

11 DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sao estruturas exdcrinas complexas responsaveis por secretar
saliva, fundamental para a manutencdo homeostdtica da cavidade oral (De Paula et al. 2017;
Porcheri e Mitsiadis 2019; Suzuki et al. 2021). Sua estrutura funcional, o parénquima, é
composta por um sistema de ductos e acinos (Emmerson e Knox 2018). O estroma,
constituido de tecido conjuntivo de suporte, mantém a sustentacdo do parénquima e supre
as necessidades das glandulas pela presenca de nervos, vasos sanguineos e linfaticos (Dale
1994).

Além das glandulas menores dispersas pela cavidade oral humana — tais como as
glandulas labiais, linguais, palatinas e do assoalho — existem trés pares de glandulas salivares
maiores: as glandulas pardétida, submandibular e sublingual, que surgem ainda no periodo
fetal (De Paula et al. 2017; Porcheri e Mitsiadis 2019; Suzuki et al. 2021). O desenvolvimento
da glandula parétida inicia-se por volta de 4-6 semanas de vida embrionaria; a glandula
submandibular em torno de 6 semanas e a glandula sublingual e glandulas salivares menores
iniciam-se em torno de 8-12 semanas de vida intrauterina (Cutler 1990; Dale 1994; Lourenco
e Kapas 2005; Lourenco et al. 2008). As estruturas funcionais das glandulas salivares sdo
originadas pelo mecanismo de morfogénese que envolve crescimento, proliferacao,
diferenciacdo, migracdo e morte celular, além da citodiferenciacdo em que as células
assumem funcdes especializadas (Melnick e Jaskoll 2000; Patel et al. 2006, 2011; De Paula et
al. 2017; De Mello Gomes et al. 2019).

TUCKER 2007, utilizando um modelo animal, descreveu a morfogénese da glandula
salivar em cinco estdgios: pré-botdo, botdo inicial, pseudoglandular, canalicular e botao
terminal. Em humanos o desenvolvimento é similar: a partir da cavidade oral primitiva
botdes sélidos de células epiteliais se proliferam e internalizam formando corddes e, durante
o desenvolvimento, as células centrais sdo degeneradas para a origem do futuro sistema
ductal (lanez et al. 2010; Teshima et al. 2016; De Paula et al. 2017; Emmerson e Knox 2018;
De Mello Gomes et al. 2019; Suzuki et al. 2021) (Figura 1). Os ductos sdo compostos por trés

unidades diferentes: ductos excretores e estriados envolvidos por células basais, além dos



ductos intercalares envolvidos por células mioepiteliais (Tucker 2007; lanez et al. 2010;

Adams et al. 2013; De Paula et al. 2017; Suzuki et al. 2021) (Figura 2).

Fonte: De Mello Gomes et al. 2019

Figura 1 — Aspectos histoldgicos de glandulas salivares em desenvolvimento. A e B, fase inicial
do desenvolvimento: botdes de células; C, fase pseudoglandular com corddes epiteliais ramificados; D, fase de
transicdo canalicular/botdo terminal; E, fase de botdo terminal com estruturas acinares desenvolvidas; F, ducto

excretor desembocando na mucosa (aumento original A-F = 400x).

Ducto Ducto  Ducto Acino
excretor estriado intercalar
I I I

™
>

Célias .~ . . L
basais ~ ‘ | i Células
o &\ mioepiteliais

.

o

Fonte: Adaptado de Adams et al. 2013
Figura 2 — Imagem ilustrativa da estrutura de uma glandula salivar. Diagrama ilustrativo da

estrutura de uma glandula salivar identificada por cada elemento e as células envolvidas em sua composigdo.



1.2 NEOPLASIAS DE GLANDULAS SALIVARES

Segundo o projeto Globocan 2020 da Organizacdo Mundial de Saude, em relacdo a 36
diferentes tipos de cancer em 185 paises, estima-se que apenas 0,3% correspondem a novos
casos de neoplasias de glandulas salivares (Sung et al. 2021). Apesar de menos frequentes,
as neoplasias de glandulas salivares apresentam grande variabilidade morfoldgica e, além
disso, a desdiferenciacdo celular pode confundir a classificacdo histopatoldgica
comprometendo a interpretacdo diagndstica (Barnes et al. 2005; Bradley 2016a; Seethala
2017). Com comportamento clinico diverso, esse grupo heterogéneo e amplo de lesdes tem
sido um desafio para a comunidade cientifica na tentativa de categorizar universalmente os
subtipos de algumas neoplasias (Barnes et al. 2005; Bradley 2016a; Seethala 2017; Badlani et
al. 2018; Skalova et al. 2018; Peraza et al. 2020).

Correspondendo a cerca de 3% a 6% das neoplasias de cabega e pescogo, as
neoplasias de glandulas salivares sdo classificadas em benignos (Adenoma Pleomdrfico,
Tumor de Warthin, Cistadenoma, Adenoma Canalicular, entre outros) e malignos (Carcinoma
Mucoepidermoide, Carcinoma Adenoide Cistico, Carcinoma de Células Acinares, Carcinoma
ex-Adenoma Pleomdrfico, entre outros) (Bradley 2016b; Badlani et al. 2018; Gatta et al.
2020; Porcheri et al. 2020). As glandulas salivares maiores, principalmente a glandula
parotida, sdo os sitios anatdOmicos mais acometidos pela manifestacdo das diferentes
neoplasias (Rapidis et al. 2007; De Oliveira et al. 2009; Di Villeneuve et al. 2020; Porcheri et
al. 2020), enquanto nas glandulas salivares menores o sitio mais comumente afetado é o
palato (Dossani et al. 2016; Goel et al. 2018; Porcheri et al. 2020).

A estratégia de tratamento padrdo para as neoplasias de glandulas salivares é a
excisdo cirdrgica, sendo recomendada radioterapia pds-operatdria para alguns pacientes e
nos casos inoperaveis ou de recusa do procedimento cirurgico. A quimioterapia é indicada
apenas em casos clinicos individuais que apresentam recidiva inoperavel, metastases, nao

passiveis a radioterapia ou de maneira paliativa (Guzzo et al. 2010; Gatta et al. 2020).



1.2.1 ADENOMA PLEOMORFICO (AP)

A maioria das neoplasias de glandulas salivares é classificada como benigna, sendo o
Adenoma Pleomodrfico (AP) o mais frequente correspondendo a quase 70% dos casos
registrados (Van Der Wal et al. 1998; Barnes et al. 2005; Porcheri et al. 2020;). A glandula
parétida é a mais frequentemente acometida por esse tipo de neoplasia (Lingam et al. 2011;
Lopes et al. 2017).

Do ponto de vista clinico, trata-se de uma massa nodular circunscrita encapsulada
com tamanhos variaveis, crescimento lento e indolor (Barnes et al. 2005). A etiologia do AP é
apoiada principalmente na teoria em que as células tronco sejam as precursoras do
desenvolvimento neopldsico, localizadas nos ductos intercalares das glandulas salivares
(Porcheri e Mitsiadis 2019). A aparéncia tipica bifasica é resultante da mistura dos
componentes epiteliais e estromais. Quanto aos aspectos histoldgicos, sdao variados por
exibir diferentes proporcées entre células ductais (epiteliais) e mioepiteliais (Jain et al. 2015;
Lopes et al. 2017; Valstar et al. 2017; Porcheri et al. 2020). Apresenta elementos epiteliais
dispersos por toda a matriz, com graus variados de tecido condrdide (cartilaginoso), hialino,
mixdide e até mesmo 6sseo (lanez et al. 2013; Alaizari et al. 2015; Jain et al. 2015) (Figura 3).

O tratamento comumente utilizado é a excisdo cirurgica (Abu-Ghanem et al. 2016;
Bradley 2018). Ja foram relatadas taxa de recorréncia dessas neoplasias de até 15% (Zhang
et al. 2009) a qual pode estar associada a cirurgia (Bradley 2018). Mesmo visto como raro, a
transformacdo maligna pode ocorrer em 4% dos casos considerados altamente agressivos e
de potencial metastatico, que passa a ser chamado carcinoma ex-Adenoma Pleomérfico
(Lingam et al. 2011; Abu-Ghanem et al. 2016; Porcheri et al. 2020).

Embora o AP se desenvolva em lenta progressdao, a auséncia de tratamento pode
causar morbidade significativa e, por consequéncia, a transformacdo maligna. Os fatores de
risco ainda ndo estdo bem estabelecidos, no entanto, a exposicdo a radiacdo aumenta a
probabilidade de desenvolvimento da doenca (Mendenhall et al. 2008). Também ha relatos
de predominancia do género feminino, principalmente entre a 32 e a 42 décadas de vida

(Lopes et al. 2017).



Fonte: Adaptado de lanez et al. 2013
Figura 3 — Aspectos morfolédgicos do Adenoma Pleomorfico. A e B, células mioepiteliais e epiteliais

envolvendo estruturas ductais neopldsicas (setas); C — E, células epiteliais e mioepiteliais dispostas em uma

arquitetura compacta com estroma mixdide; F, presenca de estroma hialino (aumento original A-F = 250x).

1.2.2 CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE (CME)

De todas as neoplasias de glandulas salivares cerca de 30% s3ao malignos e o
Carcinoma Mucoepidermoide (CME) é o mais comum compreendendo de 10 a 15% (Speight
e Barrett 2002; Barnes et al. 2005; Coca-Pelaz et al. 2015a; Goel et al. 2018; Di Villeneuve et
al. 2020). O sitio anatdomico mais acometido por esse tipo de lesdo é a glandula pardtida
(cerca de 80%) (Brandwein et al. 2001; McHugh et al. 2012; Coca-Pelaz et al. 2015a; Porcheri
et al. 2020). Essa neoplasia deriva do ducto excretor e sua composi¢ao é variavel entre
células epidermoides, mucosas e intermedidrias (Auclair et al. 1992; Brandwein et al. 2001;

Barnes et al. 2005; McHugh et al. 2012; Porcheri e Mitsiadis 2019; Porcheri et al. 2020).



Clinicamente no CME é observado o aumento de volume de evolucdo lenta,
normalmente assintomatico, mas que esporadicamente algumas outras manifestacdes
podem estar presentes como parestesia, ulceracdo superficial e dor (Auclair et al. 1992;
Brandwein et al. 2001). Geralmente a primeira conduta de tratamento é a excisao cirurgica
e, dependendo da agressividade da neoplasia, pode ser necessdria terapia adjuvante além
da dissecgdo de linfonodos comprometidos (Brandwein et al. 2001; Coca-Pelaz et al. 2015a).
O grau histoldgico é de suma importancia progndstica e no estabelecimento terapéutico,
baseando-se nas caracteristicas citolégicas, formacdao arquitetural, presenca de invasao
perineural e necrose (Goode et al. 1998; Brandwein et al. 2001) (Figura 4). Pode ser
classificado em: CME de baixo grau, CME de grau intermedidrio ou CME de alto grau (Goode
et al. 1998; Brandwein et al. 2001; Seethala 2017).

A histopatologia do CME de baixo grau normalmente apresenta padrdo de células
escamosas circunscritas, numerosas células claras que podem conter mucina
intracitoplasmatica, presenca de espacos cisticos e manifesta¢des clinicas menos agressivas
(Brandwein et al. 2001; Porcheri et al. 2020). Por outro lado, o CME de grau intermediario
exibe estruturalmente um padrdo menos cistico, irregular, folhas de células escamosas,
populagcdo de células intermediarias proeminentes e comportamento biolégico incerto
sendo geralmente classificado como CME de alto grau (Brandwein et al. 2001; Aro et al
2008; Porcheri et al. 2020). O CME de alto grau tem comportamento totalmente agressivo,
infiltrativo, com escassa produc¢do de mucina, predominantemente sélido e a presencga de
atipia nuclear pode ser notada (Brandwein et al. 2001; Porcheri et al. 2020). No geral, a taxa

de sobrevida global em 10 anos é cerca de 53% (Rinaldo et al. 2003).



Fonte: Adaptado de Da Silva et al. 2019
Figura 4 — Aspectos morfolégicos do Carcinoma Mucoepidermoide. A, presenca de células

mucosas, células intermediarias e células escamosas (aumento original = 40x); B, presenca de células mucosas
que cercam a mucina em espagos cisticos; C, ilhas de células mucosas entrelagadas com células intermedidrias;

D, células escamosas envolvendo uma célula mucosa (seta) (aumento original B-D = 200x).

1.2.3 CARCINOMA ADENOIDE CiSTICO (CAC)

Considerada a segunda neoplasia maligna mais comum em glandulas salivares
acometendo cerca de 7% dos casos (Barnes et al. 2005; Adelstein et al. 2012; Luksic e Suton
2019; Di Villeneuve et al. 2020; Porcheri et al. 2020), o Carcinoma Adenoide Cistico (CAC)
pode desenvolver em diferentes estruturas anatomicas sendo as mais comuns glandulas
salivares menores, parétida e submandibular (Barnes et al. 2005; Coca-Pelaz et al. 2015b;
Seethala 2017; Bahl et al. 2019; Porcheri et al. 2020).

O comportamento clinico apresenta crescimento lento e infiltrativo com aumento de
volume ou nédulo lobulado de consisténcia firme (Barrett e Speight 2009; Dubal et al. 2016;
Seethala 2017), além das multiplas recorréncias locais e metastases (Bhayani et al. 2012;
Dubal et al. 2016; He et al. 2017; Luksic e Suton 2019; Di Villeneuve et al. 2020). Outras
manifestacées também podem ser notadas como parestesia e dor (Barrett e Speight 2009;

Dubal et al. 2016). A origem do CAC é nas células ductais e mioepiteliais provenientes dos



ductos intercalares e apresenta trés padrdes distintos: cribriforme, tubular e sélido (Barnes
et al. 2005; Coca-Pelaz et al. 2015b; Seethala 2017; Luksic e Suton 2019; Porcherl e Mitsiadis
2019; Porcheri et al. 2020).

A histopatologia cribriforme é a mais prevalente, composta por ilhas de pequenas
células agrupadas com nucleo basofilico, citoplasma claro e muitos espacos cisticos. Na
variante tubular sdo observadas estruturas semelhantes a ductos ou tubulos com limens
bem definidos, revestidos por células epiteliais na parte interna e mioepiteliais na parte
externa (Figura 5). Esses dois padrdes apresentam um comportamento clinico indolente
(Barnes et al. 2005; Bell e Hanna 2012; Coca-Pelaz et al. 2015b; Porcheri et al. 2020). Em
contrapartida a forma sélida é caracterizada pelo crescimento em folhas, basicamente
basaldides e discreta formacao luminal ou de espacos cisticos (Coca-Pelaz et al. 2015b;
Porcheri et al. 2020). Esta associado a perda de células mioepiteliais e grande atividade
mitética o que diferencia dos dois outros padrdes, além de atribuir comportamento
bioldgico mais agressivo (Bell e Hanna 2012; Porcheri et al. 2020).

No tratamento é adotada a ressecc¢do cirurgica com margem e radiacdo pods-
operatdria (Kokemueller et al. 2004; Chen et al. 2006; Bahl et al. 2019; Luksic e Suton 2019).
Esta conduta pode ser util no controle da doenga apds cirurgia ou no tratamento de
recorréncia local (Luksic e Suton 2019). Em geral, a neoplasia é pouco responsiva a
quimioterapia (Adelstein et al. 2012; Coca-Pelaz et al. 2015b). A taxa de sobrevida global é

em média 11 anos (Kokemueller et al. 2004).



Fonte: Adaptado de Nagano et al. 2016
Figura 5 — Aspectos histoldgicos do Carcinoma Adenoide Cistico. A, massa primaria com aspecto

cribriforme composto por células epiteliais e células mioepiteliais ao redor de um feixe de nervos (infiltragdo
perineural); B, aspecto cribriforme com disseminacdo angiolinfatica (Embolos); C, massa primaria com aspecto

tubular e fibriforme (aumento original A-C = 250x).

Diante das dificuldades em classificar e diferenciar os tipos de neoplasias das
glandulas salivares, diversos estudos tém sido realizados na tentativa de esclarecer os
mecanismos da tumorigénese e os componentes das neoplasias derivadas dessas glandulas
(Speight e Barrett 2002; Barnes et al. 2005; Kar et al. 2020). Um dos seguimentos de
interesse sdo estudos que avaliam a expressdao génica e suas vias envolvidas, onde novos
achados podem direcionar o desenvolvimento de novas técnicas aplicdveis para o

diagndstico e terapéutica (Seethala 2017; Kar et al. 2020).

1.3 ALTERAGOES MOLECULARES EM NEOPLASIAS DE GLANDULAS SALIVARES

Em geral, o processo de tumorigénese envolve diversas etapas onde varias alteracdes
moleculares acumuladas sdo responsdveis pela resisténcia das células neopldsicas. A
ativacdo de genes encarregados pela proliferacdo celular e/ou a inativacdo de genes
supressores de tumores s3ao o0s principais mecanismos envolvidos durante o
desenvolvimento neoplasico (Loeb e Loeb 2000; Loeb 2001).

As neoplasias de glandula salivar compdem um grupo heterogéneo de lesGes com
manifestacbes clinicas diversas (Skalova et al. 2018) e o diagndstico apenas pela técnica
imunoistoquimica pode ser questionada, visto que a sobreposicdo histologica e a

variabilidade entre os tipos de neoplasias apresentam, em algumas situacdes, laudos
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inconclusivos (Zhu et al. 2015; Griffith et al. 2017; Skalova et al. 2018). Diante dessa
premissa, mutacdes génicas tem sido parametro de fator progndstico que podem contribuir
na deteccdo das neoplasias nos estadios mais precoces e, além disso, também desempenhar
um papel importante durante o seguimento dos pacientes (Belbin et al. 2005; Kar et al.
2020).

Alguns estudos abordam a investigacdo de perfis moleculares nas diferentes
neoplasias de glandulas salivares como: gene TP53 (Kiyoshima et al. 2001); EGFR e HER2 (Yin
e Ha 2016); TGFa entre outros genes (Gibbons et al. 2001). Em relacdo a alteragdes
genéticas pontuais, por exemplo, apresentam rearranjos de PLAG1 e HMGA2 em Adenoma
Pleomérfico, fusdo de CRTC1/3-MAML2 e delegdo de CDKN2A em Carcinoma
Mucoepidermoide, e fusdo de MYB/MYBL1 e mutacdo de NOTCH1 em Carcinoma Adenoide
Cistico (Rito e Fonseca 2018).

Sabe-se que a via de sinalizacdo TGF contribui para a manuten¢ao homeostatica de
tecidos epiteliais e, em resposta a processos patoldgicos, continua a desempenhar funcées
importantes principalmente em relagdo a células pré-malignas como agentes supressores
tumorais (Massagué 2012). Alteracdo na expressdo de componentes da via do TGF,
especialmente TGFB1 e receptor de TGF8, ja foi avaliada em algumas neoplasias de glandula
salivar, sugerindo que essa via possa estar relacionada ao processo de tumorigénese das
glandulas (Dillard et al. 2001; Lourenco et al. 2004; Lourenco e Lima 2007; Dong et al. 2011;
Wang et al. 2011; Xu et al. 2016; Cao et al., 2018).

Nosso grupo ja investigou o efeito do TGFB1 na expressao da integrina em cultura de
células derivadas de AP e CAC, indicando que sdao componentes importantes na
diferenciacdo celular e estudos nessa linha de pesquisa podem ser Uteis para melhor
compreensdao da biologia dessas lesdes (Lourenco et al. 2004; Lourenco e Lima 2007).
Contudo, ndo ha relatos de uma avaliagcdo abrangente sobre a expressao génica associada a

via de sinalizacdo TGFp nesses tipos de neoplasias de glandulas salivares.

1.3.1 VIA DE SINALIZAGCAO TGFB

A via de sinalizagao TGFB candnica é desencadeada inicialmente por estimulos das

integrinas, que sdo moléculas transmembranas responsaveis pela adesdo e migracdo celular,
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onde uma extremidade se liga a componentes da porc¢do citoplasmdtica e a outra
extremidade se liga a componentes da matriz extracelular, permitindo assim a comunicagao
entre os dois meios intracelular e extracelular (Scaffidi et al. 2004; Takada et al. 2007;
Huttenlocher e Horwitz 2011; Munger e Sheppard 2011; Tauriello et al. 2022). Sdo
importantes para a transducdo de sinais, onde estimulos permitem sua interagdo com outras
moléculas, como a fibrilina, que é essencial para a formagdo do tecido conjuntivo e compde
a matriz extracelular (Byers 2004; Chaudhry et al. 2007; Takada et al. 2007). A fibrilina se
associa a moléculas latentes ligantes do TGFB e, quando associada ao TGFB, o mantém de
forma latente (Todorovic et al. 2005; Rifkin et al. 2021). Para a atividade do TGFB é
necessario que ocorra a dissociacdo do TGFB maduro do complexo latente, onde proteases
fazem a clivagem do peptideo associado a laténcia e promovem a ativacdo do TGF-beta
(Wipff e Hinz 2008; Robertson et al. 2015; Tauriello et al. 2022).

Os membros da superfamilia TGF8 (do inglés transforming growth fator 8) sao
fatores de crescimento que desempenham a funcdo de comunicacdo intracelular ao se
ligarem a receptores especificos de membrana (tipos | e Il). Essa ligagdo promove a
sinalizacdo celular pela fosforilacdo do conjunto de proteinas SMADs no citoplasma, que
estdo envolvidas na transducdo da sinalizagdo intracelular dos ligantes da familia TGFbeta ao
nucleo (Kimura et al. 2007; Aashaq et al. 2021; Tauriello et al. 2022). Quando fosforiladas,
essas proteinas vao para o nucleo e ativam ou reprimem a transcricdo de diferentes gene-
alvos, como o proto-oncogene c-MYC (Massagué et al. 2005; Weiss e Attisano 2013;
Dhanasekaran et al. 2021; Tauriello et al. 2022) (Figura 6). Essa via de sinalizacdo também é
regulada negativamente pela acdo da proteina inibitéria SMAD7 e das enzimas E3 da via de
protedlise mediada por ubiquitina (Heldin et al. 1997; lzzi e Attisano 2004; Kimura et al.

2007; Kumari et al. 2017; Aashaq et al. 2021).
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Fonte: Adaptado de Budi et al. 2017 e Kang et al. 2009
Figura 6 — Imagem ilustrativa da via de sinalizagdo TGFp. Diagrama ilustrativo da via de sinalizagdo

TGFB apresentando a interacdo entre ITGB, TGFB1 latente, FBN1 e LTBP. Apdés o contato, ocorre o
desencadeamento da via de sinalizagdo pela ativacdo de TGFB81 que, ao se ligar ao receptor TGFBRI, permite a
fosforilacdo de TGFBRII para a dimerizagcdo e formacdo do complexo heterotetramérico. A formagao da vesicula
endocitica envolvida por clatrina permite a internalizacdo do complexo, promove o recrutamento de SMAD2/3
citosolico e, ao ser fosforilado, SMAD4 citosdlico se associa a essas moléculas. Apds a formagao do
heterodimero SMAD2/3:SMAD4, o complexo ¢ direcionado ao nucleo e, em cooperagdo com outros fatores de

transcricdo, regula a expressdo génica envolvida na diferenciagéo celular como o gene c-MYC.

A via de sinalizacdo TGFB esta envolvida em diversas funcdes da homeostase
tecidual, inclusive na embriogénese, onde o equilibrio na inducdo e repressdo da
proliferacdo celular determina a normalidade do ciclo (Kimura et al. 2007; Kahata et al.
2018). No processo neoplasico, o desequilibrio da homeostase é comprometido pelo
aumento do estimulo de agentes mutagénicos (oncogenes) ou pela diminuicdo de estimulos
apoptoticos e de supressores tumorais (Derynck et al. 2001; Kimura et al. 2007; Massagué

2012; Weiss e Attisano 2013; Sanchez-Vega et al. 2018).
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O gene TGFB1 esta localizado no cromossomo 19q13 e codifica a proteina TGFB1
(fator transformador de crescimento B1). Essa proteina modula fungGes celulares essenciais,
tais como proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (Grande 1997; Aashaq et al. 2021). TGFB1 é
secretado biologicamente inativo sob a forma de um complexo latente e, ao sofrer clivagem
proteolitica, apresenta uma proteina homodimérica ativa que interage com seu receptor de
membrana tipo Il (Weiss e Attisano 2013; Heldin et al. 1997; Massagué et al. 1998).
Alteracdes na via TGFB1 podem ser observadas principalmente em neoplasias de pancreas e
gastrointestinais (Sanchez-Vega et al. 2018).

Os genes SMAD2 e SMAD4 estao localizados no cromossomo 18qg21, sendo
considerada uma regido passivel de mutagdes. Originalmente o gene SMAD4 foi descrito
como DPC4 (do inglés deleted in pancreatic cancer locus 4) por ser observada alteracdes
estruturais cromossomicas deletérias em cancer de pancreas (Hahn et al. 1996; Kimura et al.
2007). Essa mutagcdo também estd presente em neoplasias colorretais, gastricos, hepaticos,
pulmao e de tireoide (Lazzereschi et al. 2005; Fleisch et al. 2006; Levy e Hill 2006). Mutacdes
no gene SMAD2 podem ser observadas em neoplasias de figado, colorretal e pulmao (Levy e
Hill 2006).

O gene LTBP1 esta localizado no cromossomo 2p22 e codifica proteinas de ligacdo ao
TGFB latente (LTBP). Devido a associa¢do do peptideo associado a laténcia (LAP) com o TGF8
maduro, ndo ocorre interacao de TGFB aos receptores especificos permanecendo, assim, sua
forma latente (Todorovic et al. 2005; Rifkin et al. 2021). Contudo, a interacdo de LAP com
TGFB ativo forma o pequeno complexo latente (do inglés Small Latency Complex - SLC) e a
ligacdo de uma proteina LTBP com LAP forma o grande complexo latente (do inglés Large
Latency Complex - LLC) (Wipff e Hinz 2008; Robertson et al. 2015). Esse processo permite
gue citocinas sejam excretadas no meio extracelular até sua ativacao e, desta forma, torna-o
capaz de interagir com seus receptores especificos (Robertson et al. 2015; Shi et al. 2011).
Mutacdes no gene LTBP podem ser observadas na sindrome de Marfan (Okli e Hesketh
2000) e na sindrome do aneurisma da aorta toracica (Quinones-Pérez et al. 2018).

O gene ITGB6 esta localizado no cromossomo 2g24 e codifica a proteina integrina
subunidade 6 beta (Koivisto et al. 2018). Em geral, as integrinas se ligam a receptores
especificos da matriz extracelular e promovem adesdo celular (Takada et al. 2007). No
processo de migracdo, liga-se ao substrato extracelular a filamentos de fibrinogénio e

organiza redes de sinalizacdo agindo em sinergia com outros fatores, como o receptor TGF8
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(Scaffidi et al. 2004; Huttenlocher e Horwitz 2011; Munger e Sheppard 2011). A integrina 6 é
expressa em células epiteliais, interage com o receptor de fibronectina e ativa o TGFB. A
perda da sua funcdo pode desencadear resposta imune alterada na pele e nos pulmdes,
além de doencas periodontal e amelogénese imperfeita. A expressdo elevada de integrina 6
e a ativacdo desordenada de TGFB estdo associados a fibrose e cancer (Bandyopadhyay e
Raghavan 2009; Koivisto et al. 2018; Meecham e Marshall 2019).

O gene FBN1 esta localizado no cromossomo 1521 e codifica a proteina fibrilina 1,
sendo uma glicoproteina de matriz extracelular que se liga ao cdlcio e compde
estruturalmente as microfibrilas (Schrenk et al. 2018). Apds sua sintese e processamento, a
fibrilina-1 compde a matriz extracelular se associando a outras proteinas, como a LTBP1
(Byers 2004; Chaudhry et al. 2007). A ligacdo dessas duas proteinas permite alteracdes na
matriz extracelular e promove a liberacdo de moléculas latentes de TGFB1, passando para
sua forma ativa (Kaartinen e Warburton 2003). MutagGes nesse gene estdo associadas a
varias sindromes, como: sindrome de Marfan, sindrome da ectopia lentis, sindrome de Weill-
Marchesani, sindrome de Shprintzen-Goldberg e sindrome progeroide neonatal (Byers 2004;
Schrenk et al. 2018).

O gene ¢c-MYC esta localizado no cromossomo 8924, considerado um proto-oncogene
que codifica uma fosfoproteina nuclear envolvida na proliferacao celular, apoptose e
transformacdo celular (Nesbit et al. 1999; Krishna et al. 2015; Dhanasekaran et al. 2021;
Lourenco et al. 2021). A via TGFB bloqueia a sequéncia do ciclo celular na fase G1 pelo
estimulo das proteinas p15 e p21 inibidoras de CDKs (do inglés Cyclin-dependent kinases)
evitando, portanto, o aumento do grupamento fosfato na proteina do retinoblastoma (pRB)
e a supressao de c-MYC (Geng e Weinberg 1993; Warner et al. 1999; Orian e Eisenman 2001;
Kimura et al. 2007; Krishna et al. 2015). Quando mutado, c-MYC pode gerar expressao
anormal de diversos alvos contribuindo para o desenvolvimento de algumas neoplasias
(Nesbit et al. 1999; Sanchez-Vega et al. 2018; Dhanasekaran et al. 2021; Lourenco et al.
2021).
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1.4  JUSTIFICATIVA

As neoplasias de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de lesdes,
apresentando diferentes caracteristicas histoldgicas e comportamento clinico diverso.
Estudos tém sido realizados na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento das neoplasias derivadas dessas glandulas. A avaliagao da expressao génica
e suas vias envolvidas denota ser um cendrio interessante para melhor compreensdo do
desenvolvimento neoplasico, onde novos achados podem direcionar a aplicacdo de novas
técnicas para o diagndstico e tratamento terapéutico. Nosso grupo de pesquisa tem
conduzido a investigacdo do efeito do TGFP1 na expressao da integrina em cultura de células
derivadas de Adenoma Pleomdrfico e Carcinoma Adenoide Cistico, indicando que sdo
componentes importantes na diferenciacdo celular e estudos como este podem ser Uteis
para melhor compreensao da biologia dessas lesdes (Lourenco et al. 2004; Lourenco e Lima
2007). Contudo, pouco se sabe sobre a via de sinalizacdo TGFB nas neoplasias mais comuns
em glandulas salivares, como: Adenoma Pleomdrfico, Carcinoma Mucoepidermoide e
Carcinoma Adenoide Cistico. Diante disso, torna-se necessario ampliar a pesquisa de genes
associados para a determinac¢do de um painel de marcadores e, assim, fornecer informacgdes

que possam contribuir com o diagndstico/progndstico dessas neoplasias.
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2 OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a expressao génica associada a via de sinalizagdo TFGB em amostras de

Adenoma Pleomorfico, Carcinoma Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressao génica de TGF81, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1 e c-MYC por
meio da técnica de RT-PCR em tempo real (qPCR);

e Comparar os resultados de expressdo génica entre as neoplasias Adenoma Pleomorfico,
Carcinoma Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico;

e Associar os resultados de expressao génica com as caracteristicas demograficas, clinicas e
patolégicas em amostras de Adenoma Pleomdérfico, Carcinoma Mucoepidermoide e
Carcinoma Adenoide Cistico;

e Comparar a expressao génica de TGFB1, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1 e c-MYC

observadas nas neoplasias com bancos de dados publicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  CASUISTICA

Trata-se de um estudo retrospectivo onde foram utilizadas 43 amostras congeladas
de neoplasias de glandulas salivares (13 casos de Adenoma Pleomorfico, 17 casos de
Mucoepidermoide, 13 casos de Carcinoma Adenoide Cistico) provenientes de cirurgias
realizadas no A.C.Camargo Cancer Center no periodo do ano 2000 a 2015 e fornecidas pelo
Biobanco de Tumores. Também foram utilizadas 10 amostras de glandulas salivares maiores
(parétidas) ndo neopldsicas provenientes de margens cirdrgicas. Dados demograficos,
clinicos e patoldgicos de cada paciente foram coletados nos prontudrios arquivados no
SAME do A.C.Camargo Cancer Center.

Uma visdo geral dos procedimentos realizados neste estudo pode ser observada na

Figura 7.

Casuistica Amostras:
13 AP, 17 CME, 13 CAC
e 10 n3o neoplasicas
Caracteristicas demograficas, Analise de

clinicas e patologicas express3o génica N
P € P g Extracdo do

RNA total

Analise
dos dados Sintese do
cDNA

Validagao dos resultados Analise Amplificagdo por RT-PCR

Meta-analise estatistica em tempo real (qPCR)

Figura 7 — Visdao geral das etapas metodoldgicas desenvolvidas no estudo. AP: Adenoma

Pleomérfico; CME: Carcinoma Mucoepidermoide; CAC: Carcinoma Adenoide Cistico.
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3.2  ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

3.2.1 Extracdo do RNA total

De acordo com as recomendacgdes do fabricante, as amostras congeladas com tecido
neoplasico satisfatério provenientes de ressec¢do cirurgica foram homogeneizadas pelo
equipamento Precelly®s (Carlsbad, California, USA) sendo o RNA total extraido utilizando-se
o miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands). Em relagdo a qualidade dessas amostras,
foi avaliado a concentragdo e pureza do RNA por meio da leitura espectrofotométrica no
equipamento Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific) e a integridade foi determinada pelo
equipamento Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, EUA).

O RNA total foi incubado por 15 minutos, a temperatura ambiente, em solugdo
composta por: 20mM de Tris HClI pH 8.4 2 mM MgCl2 ,50 mM de KCl e 1U de DNase |
(Invitrogen) para cada 1ug de RNA. Quanto a inativacdo da enzima, foi adicionado 2,5 mM
de EDTA e incubado a 65°C por 10 minutos. As amostras foram precipitadas em solucdo de
acetato de sédio 0,2 M e 2,5 volumes de etanol absoluto por 16h a -20°C. Apds esse
processo as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado lavado com etanol 75%. Novamente foi centrifugado a 10000

rpm por 15 minutos e o precipitado seco foi ressuspendido em agua livre de DNase e RNase.

3.2.2 Sintese do cDNA
A sintese do cDNA foi realizada de acordo com as orientagdes do manual High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. A partir de 1000ng de RNA total, foi adicionado em

reacao de volume final de 20 pL:

J 2 uL de 10 x RT Buffer

o 0,8 uL de 25 x dNTP mix

J 2 uL de 10 x Random Primers
J 1 uL de Enzima Multiscribe

J 1 pL de RNase out

. 13,2 pL de RNA



19

A reacdo foi incubada em ciclos de 25°C por 10 minutos, 37° por 120 minutos e 85°C
por 5 minutos no aparelho termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems). Os tubos

foram armazenados a -20°C.

3.2.3 Amplificagao por RT-PCR em tempo real (qPCR)
O ensaio de amplificagdo foi realizado em duplicata de acordo com as orientagdes
recomendadas do manual Tag Man® Universal PCR Master Mix (2X). Para cada tubo o

volume final de reacao foi de 20 uL, contendo:

. 10 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix (2X)
J 4 plL de dgua ultrapura

J 5 uL (10ng) do cDNA

. 1 uL de TagMan Gene Expression Assay (Tabela 1)

Para este processo, a reacao foi realizada em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C
por 1 minuto, 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos no aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).

Conforme descrito em estudo anterior do nosso grupo (Flores et al. 2017; Flores
2015; Livak e Schmittgen 2001), foi determinado o gene referéncia a ser utilizado na
guantificacdo da expressao, utilizando a ferramenta RefFinder. Foram testados os genes: 8-
actina, 18S, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e B-2-microgobulina (B2M),
sendo o gene B-actina foi selecionado como referéncia por apresentar a expressdo mais
estdvel entre as amostras de glandulas salivares humanas ndao neoplasicas e neoplasicas.

O gene alvo também foi quantificado relativamente a expressdo de um poo/
composto por 10 amostras de glandulas salivares histologicamente normais (amostra
calibradora). O resultado final (Rq gene) foi avaliado a expressdo do gene em n-vezes
comparado ao controle e ao calibrador de acordo com seu aumento ou diminuicdao, onde
ACt da amostra e do calibrador sdo determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do gene
estudado do valor médio de Ct do gene usado como referéncia (Livak e Schmittgen 2001), da
seguinte forma:

o Rq gene = 2 — (ACt amostra - ACt calibrador)

Foram excluidas da analise, amostras que apresentaram amplificagdo tardia (Ct acima

de 37 ciclos). A determinacdo de aumento ou diminuicdo da expressdao dos genes nas
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amostras neoplasicas em comparagdo com as amostras ndao neoplasicas foi utilizada os
valores para:

. Diminuicdo de expressdo: Expressdo (Rq) < 0,5

. Aumento de expressao: Expressao (Rq) = 2,0

A expressdo relativa das amostras com valores entre 0,5 e 2,0 ndo foram
consideradas como expressao alterada em relagdo as amostras nao neoplasicas. Esses
valores de corte estdo de acordo com estudos ja estabelecidos pela literatura (Flores et al.

2017; Coutinho-Camillo et al. 2006; 2015).

Tabela 1 — Descricdo dos genes avaliados nos experimentos de qPCR: nome oficial,

localizagcdo cromossémica, tamanho do amplificado e nimero do catalogo

Tamanho do

Gene Nome oficial Localizagao amplificado Assay/n2 do Catalogo
TGF61 Transforming growth factor beta 1 Cromossomo 19 57 pb HS 00998133-m1
ITGB6 Integrin subunit beta 6 Cromossomo 2 101 pb HS 00168458-m1
SMAD2 SMAD family member 2 Cromossomo 18 129 pb HS 00183425-m1
SMAD4 SMAD family member 4 Cromossomo 18 86 pb HS 00929647-m1
FBN1 Fibrillin 1 Cromossomo 15 57 pb HS 00171191-m1
LTepy Lotenttransforming growth factor Cromossomo 2 63 pb HS 00386448-m1
beta binding protein 1

c-MYC MYC proto-oncogene Cromossomo 8 87 pb HS 00905030-m1
ACTB Actin beta Cromossomo 7 171 pb 4326315E

pb: Pares de bases

3.3  ANALISE DE CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

Para fins de andlise de clusterizacdo hierarquica ndo supervisionada, foi considerada
a expressado dos genes associados a via de sinalizacdo TGFpB nas diferentes neoplasias. Para a
construcdo da clusterizacdo hierarquica foi utilizada a funcdo heatmap.2 disponivel no
pacote gplots (versdo 3.0.1) e obtido no repositério bioconductor, sendo utilizado para essa

analise o programa o R.
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3.4  VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA: META-ANALISE

Para fins de comparacdo do perfil de expressdo dos genes associados a via de
sinalizacdo TGFP entre as amostras nao neopldsicas e neoplasicas, foi realizada uma meta-
andlise com estudos publicados na literatura disponiveis no banco de dados NCBI-GEO (do
inglés National Center for Biotechnology Information — Gene Expression Omnibus). Ao todo,
83 estudos foram selecionados com as palavras-chave: “homo sapiens”, “expression
profiling” e “head and neck”. Em seguida, foram utilizadas as palavras-chave “pleomorphic
adenoma”, “adenoid cystic” e “mucoepidermoid” para refinar o critério de selecao dos
estudos que comporiam a meta-andlise, resultando nos trabalhos de Meinrath et al. (2020) e
Liu et al. (2020) em um total de 96 amostras entre tecidos ndo neopldsicos e neoplasicos.
Comparagles estatisticas entre os grupos foram realizadas com teste t, considerando
significativos os genes que atingiram p<0.05. Todas as analises foram realizadas no programa

R.

3.5  ANALISE ESTATISTICA

A associagdo dos resultados de expressao génica com as caracteristicas demograficas,
clinicas e patoldgicas, bem como a comparacdo da expressdo dos genes entre si, foram
realizadas por meio do teste qui-quadrado ou exato de Fisher quando apropriado. As
varidveis analisadas foram género, raca, idade, sitio neoplasico, grau histoldgico,
embolizacdo vascular, invasdo perineural, linfonodos comprometidos, recidiva e metdstase.
As curvas de sobrevida global foram estimadas pelo teste Kaplan-Meier e a comparacao
entre as curvas foram avaliadas pelo teste de log-rank. O nivel de significancia adotado foi de
5% para todos os testes. As analises estatisticas foram realizadas por meio do software SPSS

(versdo 25).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS E PATOLOGICAS

De acordo com as analises dos dados demograficos, clinicos e patoldgicos de

pacientes portadores de Adenoma Pleomérfico, foi observado que a maioria dos casos era

do género feminino e com mais de 40 anos. Todos os casos ocorreram na parétida e nao
houve recidiva (Tabela 2).

Tabela 2 - Aspectos demogréficos, clinicos e patoldgicos dos pacientes com Adenoma
Pleomoérfico

Caracteristica

Numero de casos (%)
Género
Feminino 9 (69,23)
Masculino 4 (30,77)
Raga
Branca 11 (84,62)
N&o branca 2 (15,38)
Idade
< =40 anos 5(38,46)
> 40 anos 8 (61,54)
Sitio anatomico
Parétida 13 (100,00)
Outro 0(0,00)
Recidiva
Sim 0(0,00)
Nao 13 (100,00)

Nos pacientes portadores de Carcinoma Mucoepidermoide, a maioria era do género

feminino, com mais de 40 anos, sendo as glandulas salivares menores o sitio anatémico mais

acometido. Alguns pacientes apresentaram linfonodos comprometidos (17,65%), invasao

perineural (23,53%) e recidiva (29,41%). Nao houve metastase a distancia (Tabela 3).
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Tabela 3 - Aspectos demogréficos, clinicos e patoldégicos dos pacientes com Carcinoma

Mucoepidermoide

Caracteristica Numero de casos (%)
Género
Feminino 11 (64,71)
Masculino 6(35,29)
Raga
Branca 14 (82,36)
N&o branca 1(5,88)
Informagdo nao disponivel 2 (11,76)
Idade
<=40anos 4 (23,53)
> 40 anos 13(76,47)
Sitio anatomico
Pardtida 7 (41,18)
Submandibular 1(5,88)
Glandulas salivares menores 9(52,94)
Embolizagao vascular
Sim 0(0,00)
Nao

Linfonodos comprometidos

13 (100,00)

Sim 3(17,65)
Nao 5(29,41)
Informacgdo nao disponivel 9(52,94)
Metastase
Sim 0(0,00)
N3o 15 (88,24)
Informacgdo nao disponivel 2 (11,76)
Invasao perineural
Sim 4 (23,53)
Ndo 13(76,47)
Recidiva
Sim 5(29,41)
Ndo 10(58,83)
Informacgdo nao disponivel 2 (11,76)
Grau histolégico
Baixo 5(29,41)
Intermediario 3(17,65)
Alto 2 (11,76)
Informacgdo nao disponivel 7 (41,18)
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J4 em pacientes portadores de Carcinoma Adenoide Cistico, foi observado que a

maioria era do género masculino, com mais de 40 anos e o sitio anatomico de maior

acometimento foram as glandulas salivares menores. Na maioria dos casos ndao houve

embolizagdo vascular (69,23%). Alguns pacientes apresentaram linfonodos comprometidos

(15,38%), invasao perineural (46,15%) e recidiva (38,46%) (Tabela 4). Em relacdo a metdstase

distancia (61,54%) (Tabela 4), oito pacientes manifestaram lesdes pulmonares.

Tabela 4 - Aspectos demograficos, clinicos e patoldgicos dos pacientes com Carcinoma

Adenoide Cistico

Caracteristica

Numero de casos (%)

Género
Feminino
Masculino
Raga
Branca
N3o branca
Informagdo ndo disponivel
Idade
< =40 anos
> 40 anos
Sitio anatomico
Pardtida
Submandibular
Glandulas salivares menores
Embolizag¢ao vascular
Sim
Nao
Linfonodos comprometidos
Sim
Nao
Informagdo ndo disponivel
Metastase
Sim
Nao
Invasao perineural
Sim
Nao
Informacgdo nao disponivel
Recidiva
Sim
Nao
Informacgdo nao disponivel

6 (46,15)
7 (53,85)

1(7,69)
0(0,00)
12 (92,31)

3(23,08)
10 (76,92)

1(7,69)
1(7,69)
11 (84,62)

4(30,77)
9(69,23)

2 (15,38)
6 (46,15)
5 (38,46)

8 (61,54)
5 (38,46)

6 (46,15)
6 (46,15)
1(7,69)

5 (38,46)
7 (53,85)
1(7,69)
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4.1.1 Analise da expressao génica

A expressdo génica de TGFB1, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1 e c-MYC foi
avaliada em 13 amostras de Adenoma Pleomérfico, 17 amostras de mucoepidermoide e 13
amostras de Carcinoma Adenoide Cistico. O gene B-actina ja havia sido selecionado
anteriormente como referéncia para a normalizagdo dos experimentos de gPCR em tempo
real (FLORES et al. 2017; FLORES 2015).

Para a analise dos dados, foi considerado o aumento ou diminuicdo da expressao
quando comparado ao tecido neopldsico (duas vezes mais ou menos expresso) em relacao
ao tecido ndo neoplasico.

No Adenoma Pleomorfico, observamos os genes TGFB81, LTBP1 e c-MYC com a
expressao aumentada em 76,92% e o gene FBN1 em 84,62% dos casos. Em contrapartida o
gene SMAD2 apresentou expressao diminuida em 62,50% e os genes ITGB6 e SMAD4
apresentaram expressao normal na maioria dos casos (Figura 8 e Tabela 5).

No Carcinoma Mucoepidermoide, observamos que o gene FBN1 apresentou
expressao aumentada em 100% dos casos avaliados; os genes TGFB1, ITGB6 e c-MYC em
70,59%, 81,25% e 52,94% respectivamente. Para o gene LTBP1 foi observada expressao
normal na maioria dos casos (52,94%). Ja os genes SMAD2 e SMAD4 apresentaram
expressao diminuida em 81,25% e 52,94%, respectivamente (Figura 9 e Tabela 6).

No Carcinoma Adenoide Cistico, observamos que o gene FBN1 apresentou expressao
aumentada em 100% dos casos avaliados; os genes ITGB6, SMAD2, SMAD4, LTBP1 e c-MYC
em 75,00%, 69,23%, 76,92%, 84,62% e 92,31% respectivamente. Embora a maioria dos casos
apresentasse expressao normal de TGF81, foi observada uma leve tendéncia de expressao

aumentada em 46,15% (Figura 10 e Tabela 7).
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M Expressdo aumentada

M Express3o diminuida
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Figura 8 — Andlise da expressao dos genes associados a via de sinalizacdo TGF3 em amostras

de Adenoma Pleomorfico. A expressdo génica relativa foi avaliada por gPCR e normalizada pela expressdo

do gene B-actina utilizado como referéncia. A representagdo grafica em barras indica a porcentagem de casos

com a expressdao aumentada ou diminuida considerando a expressdo observada no pool composto por 10

amostras de glandulas salivares nao neopldsicas. Considera-se aumento ou diminui¢cdo da expressdo quando a

expressdo no tecido neoplasico variou duas vezes ou mais em relagdo a expressado no tecido ndo neoplasico.

Tabela 5 — Expressao relativa dos genes associados a via de sinalizacdo TGF em amostras de

Adenoma Pleomérfico em comparagdao com amostras de glandulas salivares ndo neoplasicas

A
den?m.a TGF61 ITGB6 SMAD2 SMAD4 FBN1 LTBP1 c-MYC
Pleomorfico
Expressdo Numero de casos (%)
Aumentada 10 1 0 0 11 10 10
(76,92) (20,00) (0,00) (0,00) (84,62) (76,92) (76,92)
Diminuida 1 1 5 3 0 0 0
(7,70) (20,00) (62,50) (28,08) (0,00) (0,00) (0,00)
Normal 2 3 3 10 2 3 3
(15,38) (60,00) (37,50) (76,92) (15,38) (23,08) (23,08)
Total de amostras 13 5 8 13 13 13 13
(100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)




27

Carcinoma Mucoepidermoide
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Expressdo génica

Figura 9 — Andlise da expressao dos genes associados a via de sinalizagdo TGF3 em amostras

de Carcinoma Mucoepidermoide. A expressdo génica relativa foi avaliada por qPCR e normalizada pela

expressao do gene B-actina utilizado como referéncia. A representagao grafica em barras indica a porcentagem
de casos com a expressdo aumentada ou diminuida considerando a expressdo observada no poo/ composto por
10 amostras de glandulas salivares nao neoplasicas. Considera-se aumento ou diminui¢do da expressdo quando

a expressao no tecido neopldsico variou duas vezes ou mais em relagao a expressao no tecido ndao neoplasico.

Tabela 6 — Expressao relativa dos genes associados a via de sinalizacdo TGF em amostras de
Carcinoma Mucoepidermoide em comparacdo com amostras de glandulas salivares ndo

neoplasicas

Carcinoma

. . TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 FBN1 LTBP1 c-MYC
Mucoepidermoide

Expressdo Numero de casos (%)

Aumentada 12 13 0 2 17 7 9
(70,59) (81,25) (0,00) (11,76) (100,00) (48,18) (52,94)

Diminuida 0 1 13 9 0 1 0
(0,00) (6,25) (81,25) (52,94) (0,00) (5,88) (0,00)
Normal 5 2 3 6 0 9 8

(29,41) (12,50) (18,25) (35,30) (0,00) (52,94) (47,06)

Total de amostras 17 16 16 17 17 17 17
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
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Carcinoma Adenoide Cistico
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Expressdo génica
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Figura 10 — Analise da expressdao dos genes associados a via de sinalizacdo TGFB em

amostras de Carcinoma Adenoide Cistico. A expressdo génica relativa foi avaliada por gPCR e

normalizada pela expressdao do gene B-actina utilizado como referéncia. A representacdo grafica em barras
indica a porcentagem de casos com a expressdo aumentada ou diminuida considerando a expressdo observada
no pool composto por 10 amostras de glandulas salivares ndo neopldsicas. Considera-se aumento ou
diminuicdo da expressdao quando a expressdao no tecido neoplasico variou duas vezes ou mais em relagdo a

expressdo no tecido ndo neoplasico.

Tabela 7 — Expressao relativa dos genes associados a via de sinalizacdo TGF em amostras de
Carcinoma Adenoide Cistico em comparacdo com amostras de glandulas salivares ndo

neopldsicas

Carcinoma Adenoide  rcre)  17GBs  SMAD2 SMAD4  FBN1  LTBP1  c-MYC

Cistico
Expressao Numero de casos (%)
Aumentada 6 9 9 10 13 11 12
(46,15) (75,00) (69,23) (76,92) (100,00) (84,62) (92,31)
Diminuida 0 0 0 0 0 0 0
(0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00)
Normal 7 3 4 3 0 2 1
(53,85) (25,00) (30,77) (23,08) (0,00) (15,38) (7,69)
Total de amostras 13 12 13 13 13 13 13

(100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)  (100,00)
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4.2  ANALISE DE CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

A fim de verificar se o perfil de expressdao dos genes associados a via de sinalizacao
TGFp era capaz de separar as neoplasias estudadas e verificar se existem conjuntos de genes
que possuem padrdo de expressdo especifica (aumentada ou diminuida) dependente do tipo
de neoplasia, foi realizada uma analise de clusterizagdo hierdrquica. Contudo, por essa

andlise ndo foi possivel classificar as neoplasias estudadas pela expressao génica (Figura 11).
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Figura 11 — Analise de clusterizagdao hierarquica de genes associados a via de sinalizagao
TGFB em amostras de Adenoma Pleomoérfico (AP), Carcinoma Mucoepidermoide (CME) e

Carcinoma Adenoide Cistico (CAC). Conforme indicado na escala de expressdo, sdo representados

aumento e diminuicdo por vermelho e azul, respectivamente. Dendrograma baseado na expressdo dos genes

TGF81, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1 e c-MYC.
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4.3  VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA: META-ANALISE

Para verificar se a expressdao génica associada a via de sinalizacdo TGFP observada
neste estudo corrobora os dados disponiveis na literatura, foi realizada uma meta-analise
considerando dois estudos compativeis publicados no NCBI-GEO, sendo Meinrath et.al
(2020) e Liu et.al (2020). As caracteristicas gerais de cada estudo podem ser observadas na
Tabela 8.

Em relacdo aos casos de Adenoma Pleomorfico, ndo foram encontrados dados
publicados disponiveis na literatura para realizar a validacdo da expressdo génica por meio
de meta-analise.

Comparando as amostras de glandulas salivares normais com as amostras de
Carcinoma Mucoepidermoide, houve concordancia entre os resultados dos estudos que
apresentaram aumento da expressao dos genes ITGB6, LTBP1 e TGFB1. Para os genes FBN1,
c-MYC, SMAD2 e SMAD4 n3ao houve concordancia entre os resultados. Esses dados podem
ser observados na Tabela 9.

Comparando as amostras de glandulas salivares normais com as amostras de
Carcinoma Adenoide Cistico, os estudos indicaram concordancia no aumento da expressao
dos genes FBN1, ITGB6, LTBP1, c-MYC, SMAD2 e SMAD4. Apenas para o gene TGFB81 nao

houve concordancia entre os resultados. Esses dados podem ser observados na Tabela 9.



Tabela 8 — Caracteristicas gerais dos estudos selecionados da literatura para analise de meta-analise
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Quantidade e tipo

Objetivo geral do N2 de acesso

Autor, ano e pais Modelo das amostras Metodologia estudo GEO
13 CME Hibridizacdo N- (Cjzr:)c(ﬁzzsgg‘;g:ifae:!
Meinrath et.al 2020, 14 CAC Counter usando
Alemanha Humano - FFPE 20 ADC SOE PanCancer Pathway carc?r?gnfzseiisnn;rios GSE153283
47 GS normais Panel (Nanostring) R ? .
de glandula salivar
Diferenciacdo na
2 Xen;l:ncxiftos de Chip de DNA HuGene exp(reistiaeoci(::ilrfgnil; >
Liu et.al 2020, China Cultura de células 1.0 ST microarray . . GSE88804
CAC Adenoide Cistico e

7 GS normais (Affymetrix)

glandulas salivares
normais

FFPE: Tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina; CME: Carcinoma Mucoepidermoide; CAC: Carcinoma Adenoide Cistico; ADC SOE: Adenocarcinoma de

glandulas salivares sem outra especificacdo; GS normais: Glandulas salivares normais.



Tabela 9 — Validagdao da expressdo dos genes associados a via de sinalizagdo TGFP com dados da meta-analise em amostras de Carcinoma

Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico

CME vs. GS normais CAC vs. GS normais CME vs. CAC
Estudo GSE153283 Estudo GSE88804 GSE153283 GSE153283

Genes *FC p-valor FC FC p-valor FC p-valor FC p-valor FC
FBN1 12,85 17,11 7.19e-02 0.91
ITGB6 10,78 5.82e-03 2.09 25,07 1.51e-01 0.97 7.61e-03 2.07
LTBP1 2,7 1.12e-01 0.65 8,75 3.46e-03 1.16 2.71e-04 1.59 2.16e-01 -0.59
c-MYC 3,8 8.77e-01 -0.09 8,76 2.36e-02 0.84 6.93e-03 1.21 2.63e-02 -0.93
SMAD2 0,45 5.11e-02 0.37 5,17 3.24e-07 0.95 2.66e-03 0.51 8.26e-01 -0.06
SMAD4 0,94 2.63e-01 -0.17 4,51 2.16e-04 0.29 8.77e-01 0.03 2.57e-01 -0.21
TGFB1 4,69 6.98e-03 1.04 1,97 9.58e-01 0.02 9.29e-01 -0.04 4.17e-04 1.60
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FC: Fold Change; vs.: versus; CME: Carcinoma Mucoepidermoide; GS normais: Glandulas salivares normais; CAC: Carcinoma Adenoide Cistico. *No nosso estudo foi
considerada a média da expressdo relativa (Rq) para cada gene alvo, sendo: down regulado valores <0,5, up regulado valores 22,0 e normal entre 0,5 e 2,0. Nos estudos de
comparagao, considera-se down-regulado valores negativos e up-regulado valores positivos. Os resultados que foram validados conforme os estudos de comparagdo estdo

em negrito.
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4.4  ANALISE ESTATISTICA

Na analise de comparacdo da expressdao génica associada a via de sinalizacdo TGFf3
em relagcdo as caracteristicas demograficas, clinicas e patolédgicas, nao foi observada
nenhuma associacdo estatisticamente significativa nos casos de Adenoma Pleomodrfico
(Tabela 10).

Nos casos de Carcinoma Mucoepidermoide, observamos que o aumento da
expressao do gene LTBP1 esta associado a lesdes que ocorreram nas glandulas salivares
menores enquanto a expressdao normal do gene esta associada a neoplasias que ocorreram
nas glandulas parétida e submandibular (p=0,043). Para as demais analises ndo foi
observada associa¢do estatisticamente significativa (Tabela 11).

Em relacdo aos casos de Carcinoma Adenoide Cistico, ndo foi observada nenhuma

associacdo estatisticamente significativa (Tabela 12).
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Tabela 10 — Associagdao da expressdo dos genes associados a via de sinalizagdao TGFP com caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas

em amostras de Adenoma Pleomorfico

Caracteristica

TGFB1

ITGB6

SMAD2

SMAD4

LTBP1

c-MYC

Normal Aumentado

FBN1
Normal Aumentado

Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Diminuido Normal Diminuido Normal Aumentado
Género
Masculino 0 3 1 0 1 0 0 2 3 1 1 3 1 3 1 3
0,0% 75,0% 25,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 75,0% 25,0% 25,0% 75,0% 25,0% 75,0% 25,0% 75,0%
Feminino 2 7 0 3 0 1 3 3 7 2 2 7 2 7 1 8
22,2% 77,8% 0,0% 75,0% 0,0% 25,0% 50,0% 50,0% 77,8% 22,2% 22,2% 77,8% 22,2% 77,8% 11,1% 88,9%
p-valor 0,371 0,400 0,464 >0,999 >0,999 >0,999 >0,999
Raga
Branca 2 8 1 3 1 1 2 5 9 2 2 9 3 8 2 9
18,2% 72,7% 9,1% 60,0% 20,0% 20,0% 28,6% 71,4% 81,8% 18,2% 18,2% 81,8% 27,3% 72,7% 18,2% 81,8%
N&o branca 0 2 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 2 0 2
0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 50,0% 50,0% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 N/A 0,375 0,423 0,423 >0,999 >0,999
Sitio anatomico
Parétida 2 10 1 3 1 1 3 5 10 3 3 10 3 10 2 11
15,4% 76,9% 7,7% 60,0% 20,0% 20,0% 37,5% 62,5% 76,9% 23,1% 23,1% 76,9% 23,1% 76,9% 15,4% 84,6%
Outro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Embolizag¢ao
vascular
N&do 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1
0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

N/A: N3o avalidvel
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Caracteristica TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 LTBP1 c-MYC FBN1
Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Diminuido Normal Diminuido Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado
Invasao
perineural
Nao 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1
0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Linfonodo
comprometido
Nao 1 6 0 2 0 1 2 2 6 1 1 6 2 5 0 7
14,3% 85,7% 0,0% 66,7% 0,0% 33,3% 50,0% 50,0% 85,7% 14,3% 14,3% 85,7% 28,6% 71,4% 0,0% 100,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Recidiva
N3o 2 7 1 2 1 0 1 4 7 3 3 7 2 8 2 8
20,0% 70,0% 10,0% 66,7% 33,3% 0,0% 20,0% 80,0% 70,0% 30,0% 30,0% 70,0% 20,0% 80,0% 20,0% 80,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Metastase
Nao 2 7 1 2 1 0 1 4 7 3 3 7 2 8 2 8
20,0% 70,0% 10,0% 66,7% 33,3% 0,0% 20,0% 80,0% 70,0% 30,0% 30,0% 70,0% 20,0% 80,0% 20,0% 80,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

N/A: N3o avalidvel
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Tabela 11 — Associagcdao da expressdo dos genes associados a via de sinalizagdo TGFP com caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas

em amostras de Carcinoma Mucoepidermoide

Caracteristica TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 LTBP1 c-MYC FBN1
Normal Aumentado Normal Aumentado Diminuido Normal Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Normal Aumentado
Género
Masculino 2 4 1 4 0 2 3 1 1 4 2 3 1 2 4 0 6
33,3% 66,7% 20,0% 80,0% 0,0% 40,0%  60,0% 16,7% 16,7% 66,7% 33,3% 50,0% 16,7% 33,3% 66,7% 0,0% 100,0%
Feminino 3 8 1 9 1 1 10 5 1 5 7 4 0 6 5 0 11
27,3% 72,7% 9,1% 81,8% 9,1% 9,1% 90,9% 45,5% 9,1% 45,5% 63,6% 36,4% 0,0% 54,5% 45,5% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 >0,999 0,214 0,508 0,406 0,620 N/A
Raga
Branca 3 11 1 11 1 3 10 6 2 6 6 7 1 6 8 0 14
21,4% 78,6% 7,7% 84,6% 7,7% 23,1% 76,9% 42,9% 14,3% 42,9% 42,9% 50,0% 7,1% 42,9% 57,1% 0,0% 100,0%
N&o branca 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1
100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,267 0,214 >0,999 >0,999 >0,999 0,467 N/A
Sitio anatémico
Parétida 3 4 2 4 1 1 6 1 1 5 6 1 0 4 3 0 7
42,9% 57,1% 28,6% 57,1% 14,3% 14,3% 85,7% 14,3% 14,3% 71,4% 85,7% 14,3% 0,0% 57,1% 42,9% 0,0% 100,0%
Glandulas 2 7 0 8 0 1 7 4 1 4 2 6 1 4 5 0 9
menores
22,2% 77,8% 0,0% 100,0% 0,0% 12,5% 87,5% 44,4% 11,1% 44,4% 22,2% 66,7% 11,1% 44,4% 55,6% 0,0% 100,0%
Submandibular 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1
0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,715 0,250 0,350 0,605 0,043 >0,999 N/A
Embolizacdo
vascular
N3o 5 12 2 13 1 3 13 6 2 9 9 7 1 8 9 0 17
29,4% 70,6% 12,5% 81,3% 6,3% 18,8% 81,3% 35,3% 11,8% 52,9% 17,6% 41,2% 5,9% 47,1% 52,9% 0,0% 100,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

N/A: N3o avalidvel
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Caracteristica TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 LTBP1 c-MYC FBN1
Normal Aumentado Normal Aumentado Diminuido Normal Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Normal Aumentado
Invasao
perineural
Nao 4 9 1 10 1 2 10 5! 1 7 6 6 1 7 6 0 13
30,8% 69,2% 8,3% 83,3% 8,3% 16,7% 83,3% 38,5% 7,7% 53,8% 46,2% 46,2% 7,7% 53,8% 46,2% 0,0% 100,0%
Sim 1 3 1 3 0 1 3 1 1 2 3 1 0 1 3 0 4
25,0% 73,0% 25,0% 73,0% 0,0% 25,0% 73,0% 25,0% 25,0% 50,0% 73,0% 25,0% 0,0% 25,0% 73,0% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 0,607 >0,999 0,561 0,682 0,576 N/A
Linfonodo
comprometido
Nao 1 4 2 2 0 1 4 1 1 3 3 2 0 1 4 0 5
20,0% 80,0% 50,0% 50,0% 0,0% 20,0% 80,0% 20,0% 20,0% 60,0% 60,0% 40,0% 0,0% 20,0% 80,0% 0,0% 100,0%
Sim 1 2 0 3 0 0 3 2 0 1 1 2 0 1 2 0 3
33,3% 66,7% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 66,7% 0,0% 33,3% 33,3% 66,7% 0,0% 33,3% 66,7% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 0,429 >0,999 0,679 >0,999 >0,999 N/A
Recidiva
N3o 2 8 1 7 1 3 7 2 2 6 6 4 0 5 5 0 10
20,0% 80,0% 11,1% 77,8% 11,1% 30,0% 70,0% 20,0% 20,0% 60,0% 60,0% 40,0% 0,0% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0%
Sim 1 4 1 4 0 0 4 3 0 2 1 3 1 1 4 0 5
20,0% 80,0% 20,0% 80,0% 0,0% 0,0% 100,0% 60,0% 0,0% 40,0% 20,0% 60,0% 20,0% 20,0% 80,0% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 >0,999 0,505 0,324 0,364 0,580 N/A

N/A: N3o avalidvel
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Caracteristica TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 LTBP1 c-MYC FBN1
Normal Aumentado Normal Aumentado Diminuido Normal Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Diminuido Normal Aumentado Normal Aumentado
Metastase
Nado 4 11 2 11 1 3 11 4 2 9 8 6 1 7 8 0 15
26,7% 73,3% 14,3% 78,6% 7,1% 21,4% 78,6% 26,7% 13,3% 60,0% 53,3% 40,0% 6,7% 46,7% 53,3% 0,0% 100,0%
Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Grau histolégico
Baixo 1 4 1 3 1 2 3 1 2 2 2 3 0 2 3 0 5
20,0% 80,0% 20,0% 60,0% 20,0% 40,0% 60,0% 20,0% 40,0% 40,0% 40,0% 60,0% 0,0% 40,0% 60,0% 0,0% 100,0%
Intermediario 0 3 1 2 0 1 2 2 0 1 3 0 0 0 3 0 3
0,0% 100,0% 33,3% 66,7% 0,0% 33,3% 66,7% 66,7% 0,0% 33,3% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
Alto 1 1 0 1 0 0 2 0 0 2 1 1 0 1 1 0 2
50,0% 50,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 50,0% 50,0% 0,0% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,667 >0,999 >0,999 0,476 0,286 0,500 N/A

N/A: N&o avaliavel
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Tabela 12 — Associagdao da expressdo dos genes associados a via de sinalizagdo TGFP com caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas

em amostras de Carcinoma Adenoide Cistico

Caracteristica TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 LTBP1 c-MYC FBN1
Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal ~ Aumentado
Género
Masculino 4 3 3 4 2 5 2 5 2 5 1 6 0 7
57,1% 42,9% 42,9% 57,1% 28,6% 71,4% 28,6% 71,4% 28,6% 71,4% 14,3% 85,7% 0,0% 100,0%
Feminino 3 3 0 5 2 4 1 5 0 6 0 6 0 6
50,0% 50,0% 0,0% 100,0% 33,3% 66,7% 16,7% 83,3% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 0,205 >0,999 0,462 >0,999 N/A
Raga
Branca 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
N3o branca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
p-valor N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Sitio anatomico
Parétida 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
100,0% 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
Glandulas menores 6 5 3 7 4 7 3 8 2 9 1 10 0 11
54,5% 45,5% 30,0% 70,0% 36,4% 63,6% 27,3% 72,7% 18,2% 81,8% 9,1% 90,9% 0,0% 100,0%
Submandibular 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 >0,999 >0,999 >0,999 >0,999 >0,999 N/A
Embolizagdo vascular
N3o 6 3 3 5 2 7 2 7 2 7 1 8 0 9
66,7% 33,3% 37,5% 62,5% 22,2% 77,8% 22,2% 77,8% 22,2% 77,8% 11,1% 88,9% 0,0% 100,0%
Sim 1 3 0 4 2 2 1 3 0 4 0 4 0 4
25,0% 75,0% 0,0% 100,0% 50,0% 50,0% 25,0% 75,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,266 0,491 0,530 >0,999 >0,999 >0,999 N/A

N/A: N3o avalidvel
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Caracteristica TGFB1 ITGB6 SMAD2 SMAD4 LTBP1 c-MYC FBN1
Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal Aumentado Normal  Aumentado
Invasdo perineural
Nado 4 2 2 3 2 4 3 3 2 4 1 5 0 6
66,7% 33,3% 40,0% 60,0% 33,3% 66,7% 50,0% 50,0% 33,3% 66,7% 16,7% 83,3% 0,0% 100,0%
Sim 2 4 1 5 1 5 0 6 0 6 0 6 0 6
33,3% 66,7% 16,7% 83,3% 16,7% 83,3% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,567 0,545 >0,999 0,182 0,455 >0,999 N/A
Linfonodo comprometido
Nio 3 3 1 4 2 4 3 3 2 4 1 5 0 6
50,0% 50,0% 20,0% 80,0% 33,3% 66,7% 50,0% 50,0% 33,3% 66,7% 16,7% 83,3% 0,0% 100,0%
Sim 0 2 0 2 1 1 0 2 0 2 0 2 0 2
0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,464 >0,999 >0,999 0,464 >0,999 >0,999 N/A
Recidiva
Nao 2 5 1 6 3 4 1 6 1 6 1 6 0 7
28,6% 71,4% 14,3% 85,7% 42,9% 57,1% 14,3% 85,7% 14,3% 85,7% 14,3% 85,7% 0,0% 100,0%
Sim 4 1 2 2 1 4 2 3 0 5 0 5 0 5
80,0% 20,0% 50,0% 50,0% 20,0% 80,0% 40,0% 60,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor 0,242 0,491 0,576 0,523 >0,999 >0,999 N/A
Metastase
Nao 3 2 2 3 1 4 1 4 2 3 1 4 0 5
60,0% 40,0% 40,0% 60,0% 20,0% 80,0% 20,0% 80,0% 40,0% 60,0% 20,0% 80,0% 0,0% 100,0%
Sim 4 4 1 6 3 5 2 6 0 8 0 8 0 8
50,0% 50,0% 14,3% 85,7% 37,5% 62,5% 25,0% 75,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
p-valor >0,999 0,523 >0,999 >0,999 0,128 0,385 N/A

N/A: N3o avalidvel
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Comparando-se a expressao dos genes associada a via de sinalizacdo TGFB entre os
trés tipos de neoplasias estudados, foi observado aumento de expressao dos genes c-MYC
(p=0,055), SMAD2 (p<0,001) e SMAD4 (p<0,001) nos casos de Carcinoma Adenoide Cistico e
aumento da expressao do gene ITGB6 (p=0,047) nos casos de Carcinoma Mucoepidermoide

(Tabela 13, Figura 12).

Tabela 13 — Comparacdo da expressdo génica associada a via de sinalizacdo TGFP em casos
de Carcinoma Mucoepidermoide (CME), Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) e Adenoma

Pleomérfico (AP)

Gene Neoplasia Normal Aumentado Diminuido Total decasos  p-valor

5 12 0
CME 17
29,40% 70,60% 0,00%
7 6 0
TGF81 CAC 13 0,121
53,80% 46,20% 0,00%
2 10 1
AP 13
15,40% 76,90% 7,70%
2 13 1
CME 16
12,50% 81,20% 6,30%
3 9 0
ITGB6 CAC 12 0,047
25,00% 75,00% 0,00%
3 1 1
AP 5
60,00% 20,00% 20,00%
3 0 13
CME 16
18,80% 0,00% 81,20%
4 9 0
SMAD2 CAC 13 <0,001
30,80% 69,20% 0,00%
3 0 5
AP 8
23,10% 0,00% 38,50%
6 2 9
CME 17
35,30% 11,80% 52,90%
3 10 0
SMAD4 CAC 13 <0,001
23,10% 76,90% 0,00%
10 0 3
AP 13

76,90% 0,00% 23,10%




Tabela 13 — Continuacao

Gene Neoplasia Normal Aumentado Diminuido Total decasos  p-valor
0 17 0
CME 17
0,00% 100,00% 0,00%
0 13 0
FBN1 CAC 13 0,173
0,00% 100,00% 0,00%
2 11 0
AP 13
15,40% 84,60% 0,00%
9 7 1
CME 17
52,90% 41,20% 5,90%
2 11 0
LTBP1 CAC 13 0,066
15,40% 84,60% 0,00%
3 10 0
AP 13
23,10% 76,90% 0,00%
8 9 0
CME 17
47,10% 52,90% 0,00%
1 12 0
c-MYC CAC 13 0,055
7,70% 92,30% 0,00%
3 10 0
AP 13
23,10% 76,90% 0,00%
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Figura 12 — Expressao diferencial dos genes associados a via de sinalizacdo TGFB em

neoplasias de glandula salivar. Os graficos mostram que houve diferencas estatisticamente significativas

entre as expressdes dos genes ITGB6 (p= 0,047), SMAD2 (p< 0,001), SMAD4 (p<0,001) e c-MYC (p= 0,055) e os
tipos de neoplasias estudados. Para facilitar a visualizagdo do grafico, foram omitidos valores elevados de

ITGB6 (Carcinoma Mucoepidermoide 67,51 e 35,65; Carcinoma Adenoide Cistico 249,51 e 34,75).

Comparando-se a expressao dos genes entre si em relacdo a cada tipo de neoplasia
estudado, no Adenoma Pleomérfico foi observada associacdao da expressao aumentada dos
genes FBN1 e LTBP1 (p=0,038), FBN1 e TGFB81 (p=0,038); expressdo aumentada de FBN1 e
expressao normal de SMAD4 (p=0,038); expressdo aumentada de LTBP1 e expressdao normal
de SMAD4 (p=0,003).

No Carcinoma Mucoepidermoide, foi observada associacdo da expressdo aumentada
dos genes LTBP1 e c-MYC (p=0,050), LTBP1 e TGFB1 (p=0,050), c-MYC e TGFB1 (p=0,009);
expressao diminuida dos genes SMAD2 e SMAD4 (p=0,011).

Em relacdo as amostras de Carcinoma Adenoide Cistico, ndo foi observada nenhuma

associacao estatisticamente significativa quando comparado a expressao dos genes entre si.
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Considerando-se a analise de sobrevida, em pacientes com Carcinoma
Mucoepidermoide foi observado que auséncia de linfonodo comprometido (p=0,022) e
auséncia de recidiva (p<0,001) estdo associadas a melhor probabilidade de sobrevida global
em 5 anos (Figuras 13 e 14). Em relagdo a expressao génica, apenas para o gene SMAD2
houve uma diferenca entre as curvas, sendo a expressdao normal associada a uma tendéncia
na probabilidade de melhor sobrevida global em 5 anos. Contudo, esse resultado nao
apresentou significancia estatistica (p=0,162) (Figura 15).

Em pacientes com Carcinoma Adenoide Cistico, ndo houve associa¢do
estatisticamente significativa nas comparacdes de sobrevida global em relagdo as
caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas analisadas. Em pacientes com Adenoma

Pleomodrfico, nenhum paciente faleceu e, portanto, nao foi possivel realizar analise de

sobrevida.
Fungdes de sobrevivéncia
Tipo de tumor: carcinoma mucoepidermoide (maligno)
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Figura 13 — Curva de sobrevida global em pacientes com Carcinoma Mucoepidermoide com

ou sem linfonodo comprometido. A estimativa da sobrevida em 5 anos foi de 80% para pacientes sem

linfonodo comprometido e 0% para pacientes com linfonodo comprometido (p=0,022).
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Figura 14 — Curva de sobrevida global em pacientes com Carcinoma Mucoepidermoide com

ou sem recidiva. A estimativa da sobrevida em 5 anos foi de 90% para pacientes sem recidiva e 0% para

pacientes com recidiva (p<0,001).
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Figura 15 — Curva de sobrevida em pacientes com Carcinoma Mucoepidermoide com

expressao normal ou diminuida de SMAD2. A estimativa da sobrevida em 5 anos (60 meses) foi de

100% para pacientes com expressdao normal e 58% para pacientes com expressdo diminuida (p= 0,162).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressdo génica associada a via de sinalizacdo TFGP por
meio da técnica de RT-PCR em tempo real (qPCR), destacando os marcadores TGF81, ITGB6,
SMAD2, SMADA4, FBN1, LTBP1 e c-MYC, em amostras de Adenoma Pleomorfico, Carcinoma
Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico das glandulas salivares.

Embora sejam menos frequentes, as neoplasias de glandulas salivares correspondem
de 3 a 6% das neoplasias de cabega e pescogo, além de apresentar grande variabilidade
clinica e morfoldgica (Barnes et al. 2005; Bradley 2016a; Seethala 2017; Gatta et al. 2020;
Porcheri et al. 2020). O modelo abordado neste estudo abrange as neoplasias mais comuns
em glandulas salivares: benigno, o Adenoma Pleomdrfico, e os malignos, Carcinoma
Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico (Bradley 2016b; Badlani et al. 2018;
Porcheri et al. 2020). Estes tipos de neoplasias apresentam diferentes origens histoldgicas,
sendo o Adenoma Pleomdrfico e o Carcinoma Adenoide Cistico no ducto intercalar; e o
Carcinoma Mucoepidermoide no ducto excretor (Bell e Hanna 2012; Adams et al. 2013).

Representando cerca de dois tercos de todos os tipos de neoplasias das glandulas
salivares, o Adenoma Pleomdérfico é o mais comum e apresenta elementos epiteliais e
mioepiteliais (Zarbo 2002). Sugere-se que essa neoplasia ocorra em jovens adultos e de
meia-idade (30 a 60 anos), tem predilecdo ao género feminino e a localizagcdo anatémica
mais frequente é a parotida (Almeslet 2020). Embora o numero pequeno de amostras, neste
estudo foi possivel observar o mesmo comportamento relatado pela literatura.

O Carcinoma Mucoepidermoide representa de 10 a 15% de todas as neoplasias de
glandulas salivares e é caracterizado pela presenca de células mucosas, intermedidrias e
epidermoides (Peraza et al. 2020). A propor¢do entre homens e mulheres ainda é
guestionavel, mas a maioria dos estudos indica predilecdo feminina, sendo a idade média
inicial de 55 anos e o tipo maligno mais comum em jovens (Lopes et al. 1999; Peraza et al.
2020). Corroborando com nossos resultados, observamos maior frequéncia nos casos do
género feminino e maior que 40 anos. A localizacgdo anatomica mais acometida pela
neoplasia foram as glandulas salivares menores e, em seguida, as glandulas parétidas. Dados
da literatura indicam que o grau histolégico pode estar associado com a regido

comprometida pela neoplasia (Dalgic et al. 2014; Peraza et al. 2020).
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Representando cerca de 10% de todos os tipos de neoplasias das glandulas salivares,
o Carcinoma Adenoide Cistico é composto por células epiteliais e mioepiteliais, comumente
relatado por comprometer as glandulas salivares menores (Coca-Pelaz et al. 2015b; Seethala
2017). Predominantemente na idade adulta, essa neoplasia apresenta maior incidéncia entre
os 40 a 60 anos e tem predilecdo ao género feminino (Garg et al. 2019). Nossos resultados
corroboram os dados da literatura, contudo, ha uma tendéncia ao equilibrio entre os casos
avaliados em relagdo a homens e mulheres portadores da doenca.

Devido ao comportamento clinico diverso e ao grupo heterogéneo de lesdes, ainda
ha muita controvérsia quanto a classificacdo e diferenciacdo entre as diferentes neoplasias
derivadas das glandulas salivares (Barnes et al. 2005; Bradley 2016a; Seethala 2017; Badlani
et al. 2018; Skalova et al. 2018; Peraza et al. 2020). Diante disso, diversos estudos tém como
propdsito esclarecer os mecanismos envolvidos durante a tumorigénese e os componentes
dessas neoplasias (Speight e Barrett 2002; Barnes et al. 2005; Kar et al. 2020), sendo um dos
seguimentos de interesse pesquisas que envolvem expressao génica e suas vias associadas
(Seethala 2017; Kar et al. 2020).

A via de sinalizacdo TGFB estad envolvida na resposta a processos patoldgicos e
desempenha um papel importante como supressor tumoral (Massagué 2012). Alguns
estudos tém mostrado algumas alteragbes na expressdo de componentes dessa via
sugerindo, portanto, a sua relacdo no processo de tumorigénese, inclusive nas glandulas
salivares (Dillard et al. 2001; Lourenco et al. 2004; Lourenco e Lima 2007; Dong et al. 2011;
Wang et al. 2011; Xu et al. 2016; Cao et al., 2018).

No nosso estudo, o gene TGFB1 apresentou expressao aumentada no Adenoma
Pleomdrfico. Em modelo animal, o a expressdao aumentada de TGFB1 parece estar associada
a substituicdo do parénquima da glandula salivar submandibular por tecido conjuntivo em
casos de fibrose (Hall et al. 2010). No Adenoma Pleomérfico, outras isoformas de TGFB sao
expressas e podem desempenhar um papel na diferenciacdo das células ductais, além de
atuar no desenvolvimento neoplasico e producdo de matriz (Kusafuka et al. 2001). Em
relacdo as neoplasias malignas avaliados no presente estudo, foi observado aumento de
expressdo do gene TGFB1 no Carcinoma Mucoepidermoide e expressdo normal no
Carcinoma Adenoide Cistico. Segundo dados da literatura, o TGFB1 parece ter um potencial
regulatério na invasdo celular e metdstase no Carcinoma Mucoepidermoide (Wang et al.

2011) e o mesmo comportamento pode ser observado no Carcinoma Adenoide Cistico (Dong
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et al. 2011, 2013).

A expressdao diminuida do gene SMAD2 foi observada na maioria dos casos de
Adenoma Pleomodrfico e SMAD4 apresentou expressdo normal. No Carcinoma
Mucoepidermoide, os genes SMAD2 e SMAD4 apresentaram expressao diminuida. Em
contrapartida, nos casos de Carcinoma Adenoide Cistico foi observado aumento da
expressao dos genes SMAD2 e SMAD4. Estudos mostram que a sinalizagdo alterada da via
TGFB por meio das proteinas SMAD2 e SMAD4 pode refletir na progressao de algumas
neoplasias, como por exemplo: préstata (Perttu et al. 2006), colorretal (Thiagalingam 2001)
e cervical (Kloth et al. 2008). Em modelo animal, a delegao de supressores tumorais como
SMAD4 e PTEN pode desencadear o desenvolvimento neoplasico em glandulas salivares,
como o Adenoma Pleomodrfico e Carcinoma Adenoide Cistico (Cao et al. 2018). Contudo,
alguns estudos revelam que TGFB1 pode regular o crescimento e a sobrevivéncia celular
neopldsica independente ou ndo da acdao de SMADs (Derynck e Zhang 2003; Moustakas e
Heldin 2005; Aashaq et al. 2021; Tauriello et al. 2022).

No Adenoma Pleomérfico a maioria dos casos apresentaram expressao normal do
gene ITGB6, contudo, o numero de amostras avaliadas foi pequeno. Nas neoplasias
malignas, foi observado aumento de expressio do gene [/TGB6 nos carcinomas
mucoepidermoide e adenoide cistico. Em ensaio de imunoistoquimica, foi observada baixa
expressao de ITGB6 predominantemente em células periféricas no Adenoma Pleomérfico e,
em contrapartida, a expressao aumentada de /ITGB6 em neoplasias malignas de glandulas
salivares sugere que possa ser um fator significativo na invasdo do estroma (Westernoff et
al. 2005).

O gene LTBP1 apresentou expressdo aumentada no Adenoma Pleomérfico e no
Carcinoma Adenoide Cistico. J4 no Carcinoma Mucoepidermoide foi observada expressao
normal de LTBP1. Ndo ha relatos na literatura sobre a atividade do LTBP1 em relacdo as
neoplasias estudadas, contudo, em carcinoma de células escamosas esofagico a
surperexpressao de LTBP1 foi associada com o desenvolvimento de metdstases em
linfonodos (Cai et al. 2020). Outra isoforma da familia LTBP, o LTBP2, parece estar envolvida
em carcinoma de tireoide, evidenciando que o knockdown de LTBP2 inibe a invasdo e a
progressdo neopldsica em cultura celular (Wan et al. 2017).

A superexpressao de c-MYC pode estar associada com a agressividade neoplasica e

pode ser um fator de risco relacionado a sobrevida livre de doenca em Carcinoma Adenoide



49

Cistico (Fujii et al. 2017). A ativag¢do de c-MYC e seu envolvimento com outras proteinas
mutadas, como o p53, podem contribuir com a transformag¢dao maligna do Adenoma
Pleomérfico (Deguchi et al. 1993). Em nosso estudo, foi observado expressdao aumentada do
gene c¢c-MYC nas neoplasias Adenoma Pleomdrfico, Carcinoma Mucoepidermoide e
Carcinoma Adenoide Cistico. O mesmo comportamento foi evidenciado em relagao ao gene
FBN1. A superexpressdao de FBN1 em células neopldsicas de carcinoma de tireoide foi
relacionada com o estagio mais avancado da doenca e, além disso, pode estar associado a
progressao neopldsica por facilitar o acesso de células neopladsicas na parede dos vasos
sanguineos rico em elastina (Tseleni-Balafouta et al. 2006). Com esses resultados, é possivel
observar que a diminuicdo da expressdao de SMAD2 e SMAD4 ndo interfere na regulacdo
transcricional de c¢-MYC, principalmente no Adenoma Pleomérfico e no Carcinoma
Mucoepidermoide. Em contrapartida, nos casos de Carcinoma Adenoide Cistico a expressdo
aumentada em quase todos os genes associados parece ser importante para a regulacao da
via de sinalizacdo TGFp.

Para verificarmos se o0s casos de Adenoma Pleomorfico, Carcinoma
Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico poderiam ser classificados de acordo com o
perfil de expressdao dos genes associados a via de sinalizagdo TGFB avaliadas em nosso
estudo, foi realizada uma andlise de clusterizacdo hierdrquica. Essa abordagem
metodoldgica tem sido comumente utilizada em estudos de expressdo génica na tentativa
de se distinguir subgrupos de neoplasias baseado em comportamento bioldgico, fenétipo,
sitio de origem, entre outros (Ramoni et al. 2002; Bergkvist et al. 2010). Considerando o
perfil de expressao génica avaliados em nosso estudo, nao foi possivel separar as amostras
em grupos de Adenoma Pleomdrfico, Carcinoma Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide
Cistico.

A fim de validar os resultados da expressdo génica associada a via de sinalizagdo
TGFpB obtidos no presente estudo, foi realizada uma meta-andlise com dados de expressao
génica global em neoplasias de glandulas salivares relatados pela literatura. Foram
considerados dois estudos compativeis publicados no NCBI- GEO, sendo Meinrath et.al
(2020) e Liu et.al (2020). Cabe ressaltar, que esses estudos utilizaram abordagens
metodoldgicas diferentes. Contudo, para fins da analise, foi considerada expressdo
aumentada ou diminuida dos genes de acordo com os critérios de cada abordagem

metodoldgica. Com essas ressalvas, foi possivel validar alguns resultados do nosso estudo
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comparado aos dados da literatura disponiveis para o Carcinoma Mucoepidermoide e
Carcinoma Adenoide Cistico. Para o Adenoma Pleomérfico ndo foram encontrados dados
publicados disponiveis na literatura para comparacdo dos dados obtidos em nosso estudo.

No Carcinoma Mucoepidermoide, foi observado concordancia entre os estudos em
relacdo ao aumento da expressao dos genes ITGB6, LTBP1 e TGFB1. A expressdo de ITGB6 ja
foi investigada em diferentes neoplasias, inclusive em carcinoma oral de células escamosas,
responsavel por promover invasdao celular e estar associada ao pior progndstico
(Bandyopadhyay e Raghavan 2009). A ativacdo de TGFB dependente de ITGB6 parece
desempenhar um papel importante durante a carcinogénese, além de cooperar com o
aumento do crescimento neopldsico e invasao celular (Sheppard 2005; Koivisto et al. 2018).
Em carcinoma epidermoide de esbéfago, a superexpressdo de LTBP1 foi associada a
progressao da neoplasia e metdstase em linfonodos (Cai et al. 2020). Diante dessa premissa,
nosso estudo indica que a expressdao conjunta desses genes pode ser importante na
progressdao do Carcinoma Mucoepidermoide, contudo, estudos complementares devem ser
realizados. Com relagdo a expressao dos genes SMAD2, SMAD4 e c-MYC nao foi observada
concordancia entre os diferentes estudos.

No Carcinoma Adenoide Cistico, foi observada concordancia entre os estudos em
relacdo ao aumento da expressao dos genes FBN1, ITGB6, LTBP1, c-MYC, SMAD2 e SMADA4.
Sabe-se que a expressdo das integrinas pode ser regulada pelo TGF81 (Massagué 2012) e
essa interagao pode estar envolvida no desenvolvimento neoplasico, inclusive em glandulas
salivares (Lourenco e Lima 2007). TGFB1 é capaz de induzir a transicdo epitélio-mesénquima
em cooperagdo com via de sinalizacdo RAS e pode estar associada ao desenvolvimento das
células neoplasicas (Su et. al 2020). Além disso, ha indicios que o aumento da expressdo dos
genes TGFB1 e SMAD2 esta correlacionado com a presenca de metastase pulmonar em
Carcinoma Adenoide Cistico (Dong et al. 2013). Nesse sentido, a expressdo aumentada em
quase todos os genes estudados pode estar relacionada com a progressdao do processo
neoplasico na glandula salivar, contudo, outras pesquisas devem ser realizadas. Ja para o
gene TGFB1 ndo foi observada concordancia de expressao entre os diferentes estudos.

Comparando-se a expressdao dos genes nas diferentes neoplasias, foi observado
aumento de expressao dos genes SMAD2, SMAD4 e c-MYC no Carcinoma Adenoide Cistico
guando comparado ao Adenoma Pleomdrfico e ao Carcinoma Mucoepidermoide. Os dados

da meta-analise também demonstram maior expressdao dos genes SMAD2, SMAD4 e c-MYC
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nas amostras de Carcinoma Adenoide Cistico em comparagdo com o Carcinoma
Mucoepidermoide. Sabe-se que a formagdo do complexo SMAD2/SMAD3 fosforilado
permite a translocacdo de SMAD4 para o nucleo e, assim, ativa a transcricdo de genes alvos
envolvidos na proliferacdao celular, como o ¢c-MYC (Budi et al. 2017; Kang et al. 2009).
Aberracdes na via de sinalizacdo TGFB podem interromper os transdutores de sinal SMADs
(Hahn et al. 1996), contudo, Daa e colaboradores (2009) observaram que a produc¢do da
proteina SMAD4 em Carcinoma Adenoide Cistico parece ndo estar envolvida com o
desenvolvimento neopldsico. Em contrapartida, Fujii e colaboradores (2017) sugeriram
associacao da superexpressao de c-MYC com a agressividade desse tipo de neoplasia.

No nosso estudo também foi possivel observar aumento de expressdao do gene ITGB6
no Carcinoma Mucoepidermoide quando comparado ao Adenoma Pleomoérfico e ao
Carcinoma Adenoide Cistico. Os dados da meta-analise corroboram os nossos achados
comparando-se as amostras de Carcinoma Mucoepidermoide e Carcinoma Adenoide Cistico.

Embora o nimero de amostras em nosso estudo seja limitado e os resultados
estatisticos devam ser analisados com cautela, foi possivel observar a expressao diferencial
de SMAD2, SMAD4, c-MYC e ITGB6 nas neoplasias de glandula salivar. A expressao diminuida
dos genes SMAD2 e SMAD4 parece nao interferir na regulacao transcricional de c-MYC,
especialmente no Adenoma Pleomérfico e Carcinoma Mucoepidermoide. Considerando os
genes ITGB6, TGFB1, LTBP1, FBN1 e c-MYC a expressdo aumentada parece ser relevante para
a regulacdo da via de sinalizagdao no processo de tumorigénese nas neoplasias mais comuns
em glandulas salivares.

Nos casos de Carcinoma Mucoepidermoide, apenas o gene SMADZ2 apresentou uma
tendéncia na probabilidade de melhor sobrevida global em 5 anos quando comparado a sua
expressdo normal. Contudo, esse resultado ndo apresentou significancia estatistica.
Observamos também que a auséncia de linfonodos comprometido e auséncia de recidiva
estdo associadas a melhor probabilidade de sobrevida global dos pacientes. Essas
caracteristicas clinicas e patoldgicas ja foram demonstradas na literatura, onde a presenca
desses fatores esta associada ao pior prognéstico da doenca (Louredo et al. 2020; Taylor et
al. 2020; Filho et al. 2020; Goel et al. 2018). Ao analisar os outros tipos neoplasicos
estudados, Adenoma Pleomoérfico e Carcinoma Adenoide Cistico, ndo foi observada
associagao estatisticamente significativa nas comparagdes de sobrevida global em relagao as

caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas.
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Nossa hipdtese é que a via de sinalizacdo TGF[ candnica, por meio da expressao dos
genes SMADS no citoplasma, possa contribuir diretamente no desenvolvimento do
Carcinoma Adenoide Cistico, uma vez que apenas o TGFB1 apresenta expressao normal com
leve tendéncia a expressdo aumentada. Em relacdo ao Adenoma Pleomorfico e ao
Carcinoma Mucoepidermoide, os genes SMADs no citoplasma ndo parecem desenvolver um
papel crucial para o desencadeamento da via TGFP e outras vias podem estar associadas
para a transcricdo de genes alvos, como a sinalizacdo intracelular por cascata das proteinas
guinases. Contudo, outros estudos devem ser realizados.

A comparacgdo entre as diferentes histopatologias das glandulas salivares denota um
cenario interessante para analisar o comportamento da diferenciacdo celular, além de
classificar os tipos neoplasicos e esclarecer os mecanismos envolvidos durante a progressao
das neoplasias derivadas dessas glandulas (Barnes et al. 2005; Kar et al. 2020; Speight e
Barrett 2002). Diante disso, a avaliagdo da expressdao génica e suas vias envolvidas podem
direcionar o desenvolvimento de novas técnicas aplicaveis para o diagndstico, progndstico e
tratamento terapéutico (Kar et al. 2020; Seethala 2017). O presente estudo contribui para
melhor compreensdao sobre a via de sinalizacdo TGFB nas neoplasias mais comuns em
glandulas salivares, além de fornecer informag¢des para o desenvolvimento de potenciais

marcadores bioldgicos que possam auxiliar na rotina clinica.
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CONCLUSAO

Os genes TGFB1, ITGB6, SMAD2, SMAD4, FBN1, LTBP1 e c-MYC foram expressos nas
amostras de AP, CME e CAC de glandulas salivares avaliadas.

Comparando-se a expressao dos genes entre os trés tipos neoplasicos estudados, foi
observado que os genes SMAD2, SMAD4 e c-MYC apresentaram expressdao aumentada
nas amostras de CAC e aumento da expressao do gene ITGB6 nas amostras de CME.
Associando-se os resultados de expressdo génica com as caracteristicas demogréficas,
clinicas e patoldgicas nos trés tipos neopldsicos estudados, apenas nos casos de CME foi
observado aumento da expressdao do gene LTBP1 associado a lesGes que ocorreram nas
glandulas salivares menores.

Comparando-se a expressdao dos genes observados nos neopldsicos estudados com
banco de dados publicos, foi observado concordancia nos valores de expressdo dos
genes TGFB1, ITGB6 e LTBP1 em amostras de CME e dos genes ITGB6, SMAD2, SMADA4,
FBN1 e LTBP1 nas amostras de CAC.
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