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RESUMO

lanez RCF. Avaliacdo da via do c-kit no adenoma pleomorfico e
carcinoma adenoide cistico das glandulas salivares: estudo da
expressdo das proteinas da via, das mutacbes e da regulacdo pos-
transcricional do gene kit. Sdo Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antdnio Prudente].

Introducdo: As neoplasias das glandulas salivares tém amplo espectro
histolégico resultante da multipla diferenciagdo celular tumoral. O adenoma
pleomoérfico (AP) e o carcinoma adenoide cistico (CAC) sdo as mais comuns
neoplasias benignas e malignas provenientes do ducto intercalado,
respectivamente, além de serem compostas por estruturas luminais e células
mioepiteliais. Em estudo realizado previamente pelo nosso grupo,
detectamos que a proteina c-kit esta envolvida nos processos da
morfogénese das glandulas salivares e no adenoma pleomorfico. A proteina
c-Kit tem papel importante no desenvolvimento de muitos processos
embrionarios, incluindo a gametogénese, melanogénese e hematopoiese, e
também na biologia de tumores. Sua ativagcdo induz diversas respostas
intracelulares através de cascatas de sinalizacdo de vias como PI3K/AKT e
MAPK. Em tumores da glandula salivar ainda ha poucos estudos sobre as
alteracbes do gene KIT e das proteinas relacionadas a sua via de
sinalizagdo, assim como sua regulagdo péds-transcricional, realizada
principalmente por meio dos microRNAs. O presente estudo avaliou, em APs
e CACs (a) a localizagédo das proteinas das vias PISBK/AKT/mTOR e MAPK
por meio da técnica de imunoistoquimica; (b) a expressdo dos microRNAs
221 e 222, relacionados ao gene KIT (c) a associacdo dos achados
laboratoriais com variaveis clinicas, patolégicas e sobrevida. Resultados:
Nos casos de AP a proteina c-Kit foi identificada em formag¢des luminais e
em raras células isoladas no parénquima tumoral. Ja nos CAC, observou-se

positividade na membrana das células ductais. Para a via de



PIBK/AKT/mTOR, no AP, a proteina PI3K beta mostrou-se parcialmente
positiva no citoplasma das células proximas a capsula tumoral, e as
proteinas AKT e mTOR fosforiladas, foram expressas especialmente nas
células epiteliais e em poucas células mioepiteliais. Ja no CAC, a proteina
PI3K beta e AKT fosforilada mostraram-se negativas na maioria dos casos, e
a proteina mTOR fosforilada foi expressa no citoplasma das células epiteliais
e em algumas células mioepiteliais. Para a via MAPK, as proteinas RAS,
MEK-1 fosforilada e ERK 1/2 foram negativas na maioria dos AP e CAC; B-
Raf e MEK-2 fosforilada foram observadas nas células luminais dos AP. Nos
CAC, estruturas luminais neoplasicas foram positivas para a proteina MEK-2
fosforilada; B-Raf foi positivo nas células luminais e mioepiteliais. Além
disso, os pacientes que expressaram as proteinas mTOR e MEK-2
fosforilada apresentaram sobrevida céancer-especifica significativamente
aumentada (p=0,040 e p=0,005, respectivamente). Na analise do
microRNAs, a expressdo do miR-221 foi variavel nas 13 amostras
analisadas, tendo baixa expressao em 30,77% dos casos, expressao normal
em 38,46 e expressao aumentada em 30,77% dos casos. Ja nos APs o miR-
221 foi detectado em 19 amostras, sendo 36,84% com baixa expressao,
52,63% com expressao normal e expressdo aumentada foi vista em 10,53%
dos casos. A expressao do miR-222 foi detectada em 14 CACs, sendo que a
maioria dos casos (8 casos — 57,1%) a expressdo do miR-222 foi
semelhante ao observado nas amostras ndo neoplasicas. Nos APs, o miR-
222 foi detectado em 22 amostras, sendo 31,8% com baixa expresséo,
31,8% com expressao normal e 36,4% com expressdo aumentada.
Conclusao: Apesar de a proteina c-Kit ser expressa em ambas as
neoplasias — AP e CAC, sua influéncia sobre as vias de sinalizacdo MAPK e
PIBK/AKT/mTOR ainda permanece por ser estabelecida. Ainda, os
microRNAs 221 e 222 ndo mostram correlagdo consistente com a expressao

de c-Kit nos tipos tumorais estudados.



SUMMARY

lanez RCF. [c-Kit signaling cascade in pleomorphic adenoma and
adenoid cystic carcinoma of salivary glands: evaluation of cascade
proteins, mutations and post-transcriptional regulation of gene Kit]. S&o

Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antbnio Prudente].

Introduction: Salivary gland tumors present broad histological spectrum
resulting from multiple tumor cell differentiation. Pleomorphic adenoma (PA)
and adenoid cystic carcinoma (ACC) are the commonest benign and
malignant salivary gland neoplasms originated from the intercalated duct
region, respectively, and are composed by Iuminal structures and
myoepithelial cells. In a previous study we detected that protein c-kit is
involved in the process of salivary gland morphogenesis and PA. c-Kit protein
is important during embryogenesis, including gametogenesis, melanogeneis
and hematopoiesis as well as in tumorigenesis. Its activation induces various
intracellular responses through pathways such as MAPK and
PIBK/AKT/mTOR signaling cascades. In salivary gland neoplasms, only a
few reports have shown that alterations in KIT gene are present and proteins
related to its signaling pathway as well as its post-transcriptional regulation.
This study has aimed at evaluating in PA and ACC: (a) the proteins location
of PIBK/AKT/mTOR and MAPK pathways using immunohistochemistry (IHC);
(b) expression of miR-221 and miR-222, related to KIT gene; and (c) the
association of these findings with clinical, pathological and survival data of
patients. Results: In PA c-kit was positive in isolated luminal cells; in ACC,
neoplastic luminal structures were positive for c-Kit. In PA, PI3K beta protein
was shown to be partially positive in the cytoplasm of cells near the tumor
capsule and phosphor AKT and phospho mTOR, are specifically expressed
in epithelial cells and in a few myoepithelial. In ACC, PI3K and phosphor AKT
protein showed to be negative in most of cases. Phospho mTOR protein was

expressed in the cytoplasm of epithelial cells and some myoepithelial cells. In



MAPK pathway, Ras, ERK1/2 and phosphor MEK-1 proteins were negative
in most PAs and CACs; B-Raf and phospho MEK-2 were detected in luminal
cells of PA. In ACC neoplastic luminal structures were positive for phospho
MEK-2; B-Raf was also positive in myoepithelial and epithelial cells. In
addition, cases with expressed phospho-mTOR and phosphor MEK-2
proteins were significantly associated with higher cancer-specific survival (p
= 0.040 and p = 0.005, respectively). Moreover, expression of miR-221 was
detected in 13 CAC samples and 19 PA samples. In CAC, expression of
miR-221 was downregulated in 30,77% of the samples, upregulated in
30,77% samples, and normal in 38,46% samples. In PA, miR-221 expression
was downregulated in 36,84% samples, upregulated in 10,53% samples, and
normal in 52,63% samples. Expression of miR-222 was detected in 14 CAC
samples and 22 PA samples. In the majority of CAC samples, the expression
of miR-222 was similar to that observed in non-neoplastic samples. In PA
samples, expression of miR-222 was downregulated in 31,8% samples,
upregulated in 36,4% samples, and normal in 31,8% samples. Conclusion:
Although c-Kit expression is detected in PA and ACC, its influence on the
MAPK e PI3K/AKT/mTOR signaling cascades remains to be established.
miR-221 e -222 did not show a robust correlation with c-Kit expression in the

tumors studied.
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1  INTRODUCAO

1.1 GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sao estruturas complexas formadas por um
sistema de ductos e acinos (Figura 1). A estrutura do sistema ductal é
composta por células luminais e nao-luminais (células basais e células
mioepiteliais). As unidades secretoras acinares e os ductos intercalados sao
envolvidos pelas células mioepiteliais enquanto que as outras porgdes do
sistema ductal contam <com a presenca das células basais

(RAUBENHEIMER et al. 1987; REDMAN 1994).
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Figura 1 - representacao didatica da estrutura da glandula salivar



As neoplasias das glandulas salivares constituem cerca de 3% de todas
as neoplasias de cabeca e pescogo e sao derivadas dos diversos segmentos
glandulares. De forma geral, essas neoplasias relacionam-se com o0s
compartimentos glandulares por meio da semelhanga das suas
caracteristicas fenotipicas e moleculares. Tumores que possuem em sua
composi¢cao células epiteliais e mioepiteliais desenvolvem-se a partir do
ducto intercalado; entre eles destacam-se o adenoma pleomoérfico como
neoplasia benigna mais comum e o carcinoma adenoide cistico como uma
das neoplasia malignas mais frequentes (REGEZI e BATSAKIS 1977,

CARLSON et al. 2008; TETSU et al. 2010; ADELSTEIN et al. 2012).

1.1.1 Adenoma Pleomoérfico

A maioria dos tumores das glandulas salivares compreendem
neoplasias benignas, das quais, cerca de 70% correspondem a adenomas
pleomoérficos (WAL et al. 1998).

O adenoma pleomorfico ocorre principalmente nas glandulas maiores
(a pardtida € a glandula mais acometida), mas também acomete as
glandulas menores (mucosas), especialmente as localizadas no palato
(LINGAM et al. 2011). Esta neoplasia predomina no sexo feminino,
principalmente entre 3% e a 4° décadas de vida (ELLIS e AUCLAIR 1996).
Apresentacdes clinicas, radiolégicas e histolégicas sao diversas: podem
ocorrer em diferentes localizacbes anatbmicas e terem aspectos
histopatolégicos variados gracas a diferentes propor¢coes dos elementos
epiteliais e mesenquimais, o que |hes garante o nome alternativo de tumor

misto das glandulas salivares (LINGAM et al. 2011).



Clinicamente trata-se de uma massa nodular circunscrita de
capsulagcdo e tamanhos variaveis, que pode apresentar-se solitario, de
crescimento lento, indolor, de comum recorréncia e, raramente leva o
paciente a ébito (MENDENHALL et al. 2008; LINGAM et al. 2011). A exciséo
cirargica € o tratamento de escolha para o adenoma pleomorfico, que pode
crescer a proporgdes maiores, caso nao seja tratado. Assim, a longevidade e
recidiva sao fatores de risco de transformagao maligna, que pode ocorrer de
3% a 4% dos casos (LINGAM et al. 2011).

Do ponto de vista microscopico, o adenoma pleomorfico € uma
neoplasia bifasica, composta por células epiteliais e mioepiteliais arranjadas
em uma grande variedade de padrdes, em meio a um estroma escasso ou
abundante, do tipo mucdide, fibroso, condréide, vascular ou mixocondréide.
H4 também uma grande variagdo na disposigao celular, com formagdes
celulares difusas e compactas até a apresentacdo de células isoladas;
formacdes ductiformes e padrdes trabeculares, basaléide e cisticos sao
frequentes (ELLIS e AUCLAIR 1996). Essas caracteristicas de diversidade
fenotipica dos componentes |he conferem o aspecto histoldégico de
pleomorfismo arquitetural (SEIFERT et al. 1990).

Estudos mostraram que a maioria dos adenomas pleomorficos sao
formados por proliferagao de células mioepiteliais modificadas, de morfologia
do tipo plasmocitéide, fusiforme, poligonal ou hialino. Em meio a esses
agrupamentos celulares se fazem presentes estruturas ductiformes e

estroma (REGEZI e BATSAKIS 1977).



1.1.2 Carcinoma Adenoide Cistico

As neoplasias malignas das glandulas salivares sdo relativamente
incomuns, totalizando menos de 7% dos canceres de cabega e pescogo. O
carcinoma adenoide cistico (CAC) é a segunda neoplasia maligna mais
comum das glandulas salivares (CARLSON et al. 2008; TETSU et al. 2010;
ADELSTEIN et al. 2012) podendo se desenvolver em uma variedade de
localizagbes anatdbmicas, entre as mais comuns estdo a glandula parétida,
submandibular e as glandulas salivares menores (NEVILLE et al. 1995;
ALTMAN et al.1997; KOKEMUELLER et al. 2004).

Diversos artigos mostram igual distribuicdo de incidéncia em relagéao
ao sexo. No entanto, alguns relatam predilecao pelo sexo feminino. Essa
neoplasia acomete mais frequentemente adultos entre a quinta e a sétima
décadas de vida, sendo raro em pessoas menores de 20 anos. (NEVILLE et
al. 1995; ELLIS e AUCLAIR 1996; TOMMASI e LIMA 2002; REGEZI et al.
2008).

O CAC origina-se das células ductais e mioepiteliais provenientes dos
ductos intercalados e forma trés distintos padrbes microscopicos: tubular,
cribriforme e solido. A variante cribriforme € a mais prevalente sendo
composta por ilhas de pequenas células com nucleo basofilico, citoplasma
claro e muitos espagos pseudocisticos lembrando o aspecto de um “queijo
suico”. Na forma tubular observam-se estruturas semelhantes a ductos ou
tubulos. Além disso, essas duas formas arquiteturais sdo caracterizadas pela
participacdo das células mioepiteliais e epiteliais e sdo conhecidas pelo

comportamento indolente. Ja a forma sodlida é caracterizada por mostrar



discreta tendéncia de formar ductos ou espacos pseudocisticos o que a
diferencia dos dois outros padrdes, sendo também associado a perda das
células mioepiteliais (atribuidas como “supressoras de tumor”) e grande
atividade mitética o que Ihe confere o comportamento biolégico agressivo
(REGEZI e BATSAKIS 1977; JONES e BAITON 1990; ELLIS e AUCLAIR
1996; ALTMAN et al. 1997; ALVES et al. 2005; CARLSON et al. 2008; BELL
e HANNA 2012).

Clinicamente, € uma neoplasia de crescimento lento e infiltrativo que
se apresenta com aumento de volume ou ndédulo lobulado de consisténcia
endurecida. (COUP et al. 1997; MCFALL et al. 1997).

O estadio clinico, a localizagédo e o tipo histolégico sao fatores de
importante valor prognéstico. Carcinomas diferenciados, com caracteristicas
tubulares ou cribriformes, tém melhor prognéstico do que as neoplasias
solidas, pouco diferenciadas. Tumores avangados podem infiltrar os nervos,
causando dor, parestesia e/ ou paralisia completa, com extensdo em
estruturas vitais, incluindo o cérebro (NEVILLE et al. 1995; USTUNDAG et
al. 2000; COCA-PELAZ et al. 2015).

A natureza infiltrativa do CAC ¢é responsavel pela caracteristica
tumoral de disseminacéao local recorrente, a qual pode ocorrer anos apos o
tratamento cirtrgico e a radioterapia inicial (USTUNDAG et al. 2000; LAURIE
e LICITRA 2006; CARLSON et al. 2008; COCA-PELAZ et al. 2015).

Metastase a distancia € comum, particularmente tardia, sendo o
pulmdo o 6rgdo mais comumente afetado, seguido de ossos, figado e

cérebro (CHEN et al. 2007; TETSU et al. 2010; PHUCHAREON et al. 2014).



Ha descricbes de que mesmo pacientes com bom controle local podem
desenvolver metastases a distancia apés 10 anos da primeira terapia.
Assim, o CAC é considerado por alguns como sendo uma doenca sistémica
virtualmente incuravel (CHEN et al. 2007; TETSU et al. 2010; COCA-PELAZ
et al. 2015).

A terapia é a ressecgao cirdrgica com margem de seguranca e
radiagao pos-operatoria. Além disso, a irradiagao pode ser util no controle da
doenga microscoépica apds cirurgia inicial ou no tratamento de recorréncia
local. O tumor, em geral, € pouco responsivo ao tratamento quimioterapico
(LAURIE e LICITRA 2006; CHEN et al. 2007; CARLSON et al. 2008; TETSU

et al. 2010; ADELSTEIN et al. 2012; COCA-PELAZ et al. 2015).

1.2 CASCATAS MOLECULARES

Durante as ultimas décadas importantes avangos tecnoldgicos vém
auxiliando as diversas areas de investigacdo cientifica a compreender
processos bioldgicos e patologicos de varios sistemas. Nessa linha, o estudo
de neoplasias vem sendo beneficiado pela compreensdo de cascatas
moleculares e alteragcbes genéticas, que por vezes caracterizam
determinados padroes de comportamento de diversas neoplasias. A
identificacdo e caracterizacao sistematica de muitas dessas alteragdes tem
sido, ao longo dos estudos, aplicadas na rotina de manejo dos pacientes
para se determinar com maior precisdo o diagndstico, prognostico e

tratamento das neoplasias.



Nesse amplo leque tecnoldgico, as caracteristicas histologica e
imunoistoquimica de perfis de expressao proteica nos diversos tumores
ainda permanecem como padrao-ouro (gold-standard) na avaliagdo de cada
caso. A identificagcdo de genes supressores de tumores, oncogenes,
cascatas de sinalizagdo, marcadores de proliferagdo, de angiogénese e de
moléculas de adesdo tém sido considerados relevantes como ferramentas
adicionais no estudo dos tumores em ambito académico e aplicado.
Entretanto, estudos comprobatérios de sua relevancia e que apoiem seu
emprego na rotina da oncologia ainda sao necessarios.

Das cascatas sinalizadoras apontadas como importantes na biologia
das neoplasias, destaca-se a via do receptor c-kit tirosina quinase, que esta
relacionado em processos neoplasicos de diversos érgados (ANDREADRIS et
al. 2006; LENNARTSSON e RONNSTRAND 2012; PHUCHAREON et al.
2014). Kit (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog)
foi identificado pela primeira vez em humanos, como marcador de superficie
celular na leucemia mieldide aguda (GADD e ASHMAN 1985). Esse gene foi
mapeado em humanos no cromossomo 4q12 (MIETTINEN e LASOTTA
2005; ANDREADIS et al. 2006, VILA et al. 2009; LIU et al. 2013).

Desde sua identificacdo na década de 80, c-Kit € considerado um
proto-oncogene, dada sua estreita ligagdo entre alteragbes na sua
expressao/atividade e desenvolvimento do cancer (PITTONI et al. 2011).
Esse gene, também conhecido como CD117, €& um receptor
transmembranico tirosina-quinase do tipo lll, que tem estrutura semelhante

ao receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas — PDGF.



A estrutura do receptor c-Kit, produto do gene Kit, é caracterizada por
regidbes de ligagdo extracelulares contendo cinco repeticbes de
imunoglobulinas (codificado pelo éxon 9 do gene Kit), uma sequéncia
transmembranica com dominio adjacente a membrana (exon 11), dois
dominios tirosina quinase intracelular: um nicho ligante de ATP -
ADENOSINA TRIFOSFATO (exon 13 e 14) e elo de ativagao kinase (exon

17) (LIU et al. 2007) (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura da proteina c-Kit — localizagao dos éxons



A ativagdo de Kit é realizada pela dimerizacdo do receptor sob
estimulo do seu ligante, o fator de célula-tronco (SCF), também conhecido
como ligante de KIT. Depois de ativado, o c-kit induz diversas respostas
intracelulares através de cascatas de sinalizacdo de vias como PISK/AKT -
phosphoinositide 3-Kinase/Protein Kinase B e MAPK — Mitogen-Activated
Protein Kinase (RAS - rat sarcoma viral oncogene homolog, RAF - effector of
Ras, MEK - MAP kinse-ERK kinase e ERK- Extracellular Regulated Kinase)
que regulam a proliferacao, diferenciagao e a sobrevivéncia celular, além de
estimular a hematopoiese e outras células, incluindo melandcitos e células
germinativas (LASOTA et al. 2000; VILA et al. 2009; TETSU et al. 2010; LIU

et al. 2013; PHUCHAREON et al. 2014).

1.2.1 Via MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinase

As MAPKs fazem parte de um grupo de enzimas citoplasmaticas da
familia das proteinas quinases serina-treonina, que transmitem sinais
mitogénicos e de diferenciacéo celular, além de funcionarem como principal
efetor da oncoproteina Ras (MCKAY e MORRISON 2007).

Ras e a via ERK/MAPK séao ativadas em resposta a uma variedade de
estimulos  extracelulares, tais como: fatores de crescimento,
neurotransmissores, horménios polipeptidicos, quimiocinas, entre outros
(JOHNSON e LAPADAT 2002; MCKAY e MARRISON 2007; MENDOZA et
al. 2011). As MAPK constituem um modulo de trés quinases, formando um
sistema regulatério que estabelece uma via sequencial de ativagdo de

proteinas quinase: a MAP tripla quinase (MAPKKK), a MAP dupla quinase
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(MAPKK) e a MAP quinase (MCKAY e MORRISON 2007). Na via ERK-
MAPK, esses componentes sdo Ras GTPase e as proteinas quinases Raf,
Mek e Erk (MCKAY e MORRISON 2007; MENDOZA et al. 2011).

Quando o receptor tirosina quinase (RTK) é estimulado, O primeiro
componente, Raf (que é uma MAPKKK) pode ser ativado tanto por
fosforilagdo quanto por interagcdo com uma proteina de ligagdo chamada
GTP da familia Ras (GTPase Ras) proximo a membrana. Esse por sua vez,
fosforila a proxima quinase intermediaria, MEK 1/2 (que € uma MAPKK).
MEK 1/2 forma um complexo citoplasmatico com ERK 1/2 (MAPK) inativada;
quando MEK 1/2 fosforila ERK 1/2, as duas se separam, e ERK 1/2 ativada
transloca-se rapidamente para o nucleo, onde regula a atividade de
proteinas nucleares, incluindo fatores de transcricdo, como c-myc, c-Jun,
etc. A inativacdo de ERK requer a sua desfosforilacdo por fosfatases
especificas, tais como MKP-1. A forma desfosforilada retorna ao citoplasma
e se associa novamente a MEK 1/2 (DHILLON et al. 2007; MENDOZA et al.
2011). A via da MAPK, uma vez fosforilada esta envolvida com diversas
fungdes celulares como a proliferagao, crescimento, diferenciagdo, migragao
e apoptose (Figura 3) (DHILLON et al. 2007; TETSU et al. 2010; MENDOZA

et al. 2011).

1.2.2 Via PI3K/ mTor/ Akt - phosphoinositide 3-Kinase/Protein Kinase B
Outro mecanismo também ativado pelo c-kit para o controle da
sobrevivéncia, divisdo e metabolismo celular é a via PI3K/Akt/mTOR. Uma

vez ativada, a via PI3K/AKt/mTOR pode ser propagada para varios
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substratos, incluindo mTOR, um regulador mestre na sintese e tradugao de
proteinas (ENGSTROM et al. 2003; HANELINE et al. 2006; EDLING e
HALLBERG 2007; LOPICCOLO et al. 2008; ALTOMARE e KHALED 2012).

Ativacado inicial da via ocorre na membrana celular, através de
receptores de tirosina quinase apos ligacdo com fatores crescimento, tais
como fator de células-tronco e seu receptor c-Kit, receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e IGF-1R (insulina-like growth fator-1
receptor), proteina de jungdo de ancoragem — GAB (GBR2- associated
binder), moléculas de adesao celular tais como as integrinas, e oncogenes
tais como o Ras (LOPICCOLO et al. 2008; COURTNEY et al. 2010;
MENDOZA et al. 2011).

A via PI3K ativada converte seu substrato fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) ao lipidico fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), processo
que pode ser revertido pela proteina PTEN (phosphatase and tensin
homolog), que recruta a proteina AKT quinase para a membrana plasmatica,
onde ela é fosforilada e ativada pela proteina quinase dependente de 3-
fosfatidilinositol (PDK-1) e pelo segundo complexo mTOR — mTOR2
(mammalian target of rapamycin 2) (SARBASSOV et al. 2005; LOPICCOLO
et al. 2008; MENDOZA et al. 2011). AKT fosforila fatores de sobrevivéncia,
proliferacéo, e de motilidade celular, bem como o TSC2 (TSC 2 —tuberous
sclerosis complex), que atua como proteina ativadora de GTPase (GAP)
sobre Ras homologue enriched in brain (Rheb), permitindo o acumulo de
RhebGTP e consequente ativagdo de mTORC1 (SANCAK et al. 2007;

SENGUPTA et al. 2010; MENDOZA et al. 2011). Uma vez ativado, mTORC1
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promove a fosforilagdo de seus efetores S6K (p70 ribosomal S6 Kinase)
4EBP1 (Translational inhibitor elF-4E inhibitory protein) — proteinas
envolvidas na biogénese do ribossomo e da tradugao de proteina - induzindo
a regulacado e sintese proteica, angiogénese, crescimento e proliferagao
celular (HANELINE et al. 2006; EDLING e HALLBERG 2007; EFEYAN e
SABATINI 2010; SENGUPTA et al. 2010; MENDOZA et al. 2011).

O mTORC2, regula a sobrevivéncia, anabolismo e proliferacao
celular, através da fosforilagdo de AKT. Foi proposto que mTORC2 seja
ativado por fatores de crescimento ou diretamente por PIP3, e diferente do
observado em relacdo ao mTORC1, estudos revelaram que o complexo
TSC1/TSC2 promove atividade de mTORC2 por interacdo com RICTOR de
forma independente de Rheb. Contudo, o mecanismo de ativacdo de
MTORC2 ndo esta completamente elucidado, (JACINTO et al. 2004;
SARBASSOV et al. 2004, 2005; HUANG et al. 2008; ALESSI et al. 2009).

A via de sinalizagao do gene Kit esta ilustrada na Figura 3.
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Figura 3 - Via de sinalizagao do c-kit

Ambas as vias MAPK e PI3K sao distintamente ativadas pelo c-kit,
mas podem, em alguns casos, estar intimamente relacionadas e co-ativadas;
como exemplo, os componentes da via Ras-ERK podem regular
positivamente a via PI3K- mTOR1, ja que Ras-GTP pode ligar-se
diretamente a PI3K. Ou ainda, a proteina AKT pode atuar fosforilando
fatores de motilidade, sobrevivéncia e proliferacdo celular, como o TSC2
que, por sua vez, pode atuar ativando GTPase sobre Ras (SUIRE et al.
2002; EDLING e HALLBERG 2007; MENDOZA et al. 2011).

Segundo alguns pesquisadores (MIETTINEN e LASOTTA 2005;

DHILLON et al. 2007; McCUBREY et al. 2007; LOPICCOLO et al. 2008), em
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processos neoplasicos, ambas as vias podem estar hiperativas, resultantes

de:

. componentes da via estarem mutados ou superexpressos, como por
exemplo Ras, B-Raf, PI3K, PTEN (supressor tumoral), AKT

. Receptores de tirosina quinase podem estar superexpressos ou

mutados, como no caso do receptor c-Kit.

Esses eventos, culminam na reducao da apoptose, acarretando um
aumento da capacidade proliferativa das células e um descontrole nos
eventos fisiolégicos como é detectado no cancer do pulm&o, mieloma
multiplo, cancer da mama, cancer do ovario, cancer do coélon, cancer da
préstata, melanoma, carcinoma de células renais, cancer gastrico, cancer de
cabeca e pescoco, entre outros (ALKAN e IZBAN 2002; DAVIES et al. 2002;
HORIGUCHI et al. 2003; NAM et al. 2003; TERAKAWA et al. 2003;
KREISBERG et al. 2004; BLOETHNER et al. 2005; DAI et al. 2005;
DHILLON et al. 2007; PEREZ-TENORIO et al. 2007; LOPICCOLO et al.

2008).

1.3 FUNCAO DO C-KIT EM TUMORES

A proteina c-kit tem papel importante no desenvolvimento de muitos
processos embrionarios, incluindo a gametogénese, melanogénese e
hematopoiese. A ativagdo patologica da proteina c-kit através ganho de
funcdo por mutagdes pontuais, dele¢cdes e duplicagbes no gene KIT pode

desorganizar o crescimento celular e resultar na formagao de tumores, como
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tem sido demonstrado em neoplasias hematopoiéticas (mastocitose,

leucemia mieldide aguda), melanomas, neoplasias ginecoldgicas, da

tiredide, do pulméao, tumores de células germinativas (seminomas) e tumores
do estroma gastrointestinal (GIST) (NAEEM et al. 2002; EDWARDS et al

2003; GUERRIERE-KOVACH et al. 2004; FREIER et al. 2005; MIETTINEN e

LASOTTA 2005; VILA et al. 2009; TANG et al. 2010).

PITTONI et al. (2011) dividiram os tumores que apresentam mutacgdes
em KIT em 2 grupos distintos:

o Os tumores do primeiro grupo s&o aqueles derivados da
transformacdo de células que usualmente expressam c-kit, e sao
geralmente caracterizados por ganho de fungdo em KIT, conferindo
fosforilagdo ligante-independente e ativagdo da cascata. Nesses
tumores, a ativacdo aberrante de c-kit € o evento fundamental
molecular para determinar seu desenvolvimento. Foram incluidos
nesse grupo: tumores de células germinativas, tumores do estroma
gastrointestinal (GIST), leucemias mieléide aguda e melanomas.

o O segundo grupo de tumores expressando c-kit, compreende
neoplasias derivadas de células que usualmente ndao expressam c-Kit.
A esse grupo pertencem: tumores de pequenas células do pulmao,
carcinoma adenoide cistico, carcinoma de colon e tumores do
cérebro. Mutacdes em KIT s&o descritas como raras nessas
neoplasias, mas em varios casos, tém sido observado que os tumores
sdo capazes de fornecer estimulagdo a c-kit através de sua propria

producao de SCF.
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Em geral, as neoplasias das glandulas salivares — benignas ou
malignas — tém morfologia diversa e complexa, o que reflete a complexidade
do proprio 6rgédo. No passado, a analise dos diferentes tipos de neoplasias
das glandulas salivares focou-se na sua complexa histologia e tipos
celulares. Nesse contexto, a hipotese mais popular advogada pelo renomado
patologista BATSAKIS et al. (1989), versava na presenga de células-tronco
progenitoras na regidao proximal e distal do sistema ductal, e que cada
por¢cao da glandula salivar daria origem a tipos distintos de tumores. Esta
teoria, ainda muito util para a compreensao das neoplasias das glandulas
salivares, ndo explica mais completamente os fendmenos patogenéticos das
neoplasias que acometem essas glandulas. Apesar disso, buscam-se, nos
dias de hoje, evidéncias mais concretas acerca da localizagado das células-
tronco das glandulas salivares, o que auxiliaria sobremaneira na
compreensao de seus fendmenos regenerativos. Ainda, baseada nessa
teoria, a comunidade cientifica, especialmente os patologistas, balizam as
classificagdes dos tumores salivares, o que norteia as condutas clinico-
cirurgicas dos pacientes acometidos por esse diverso grupo de doengas: a
maioria dos tumores derivados dos segmentos principais dos ductos das
glandulas salivares, sdao, em geral, mais agressivos, ao passo que aqueles
derivados do segmento terminal, tem caracteristicas de “baixo grau”
(MILANO et al. 2007).

Com a evolugao dos conhecimentos em biologia basica e molecular, a
teoria morfoldgica associada aos entendimentos a respeito da diferenciagao

celular e a classificagcdo dos tumores aliou-se a estudos da expressao



17

diferencial de genes relacionados a células-tronco, deu origem a novos
campos na compreensao destes tumores: a presenca de duas populacdes
celulares na evolugao biolégica e heterogeneidade de alguns dos tumores
das glandulas salivares. Assim também surgiu uma nova corrente na
pesquisa das neoplasias das glandulas salivares, que pauta a sua
heterogeneidade morfolégica e de comportamento biolégico a alteragdes
genéticas distintas em cada grupo tumoral. Essa linha de pensamento une
agora os conhecimentos angariados e sedimentados no passado, as
pesquisas do presente e as possibilidades de um melhor manejo deste
grupo de doengas com beneficios para os pacientes no futuro.

O nosso grupo, vem ao longo dos anos investigando processos
biolégicos no desenvolvimento e nas neoplasias das glandulas salivares
(LOURENGCO e KAPAS 2005; LOURENGCO et al. 2007a e b; IANEZ et al.
2010; TESHIMA et al. 2011). Muitas neoplasias das glandulas salivares tém
sua origem reputada ao ducto intercalado, entre elas, as mais comuns:
adenoma pleomérfico (AP) e o carcinoma adenoide cistico (CAC) (VAN DER
WAL et al. 1998; MILANO et al. 2007). Em trabalho recente de dissertagao
de mestrado, observamos que a expressdo de c-Kit esta relacionada ao
compartimento considerado como nicho de células-tronco das glandulas
salivares — o ducto intercalado. Além disso, foi observada a presencga de c-
Kit em formagdes luminais pequenas de permeio aos lencdis de células
mioepiteliais neoplasicas e em algumas regides, notou-se células isoladas
para o marcador c-Kit no adenoma pleomérfico, o que foi intrigante, pois a

origem dessas células permanecem por ser esclarecidas (Figura 4).
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Figura 4 - Imunoexpressao dos marcadores c-kit no adenoma pleomérfico,

na glandula salivar em desenvolvimento e na glandula salivar adulta. A:
Formagdes luminais positivas para c-kit, de permeio a lencol de células mioepiteliais
neoplasicas (aumento original X250). B-D: Expressao da proteina c-kit em células isoladas
no parénquima neoplasico e matriz mixoide. (aumento original X400; X250; X400,
respectivamente). E: Expressdo do c-kit nas células luminais dos ductos intercalares na
glandula salivar adulta. (aumento original X250). F: Expressao do c-kit nas células luminais
dos ductos intercalares rudimentares na jungdo com lobulos acinares na fase de botédo
terminal da morfogénese glandular. (aumento original X400).
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Recentemente, a expressao de KIT foi identificada em sete tipos de
tumores das glandulas salivares e, dentre eles, o carcinoma adenoide cistico
tém sido o mais documentado com uma freqliéncia de expressao de KIT que
varia de 67 a 100% (AZOULAY et al. 2005; FREIER et al. 2005; VILA et al.
2009). Em contraste, a expressao de c-kit € raramente aumentada em outros
tumores de cabeca e pescoco. Por essa razdo, a avaliagcao da expressao de
c-kit é utilizada para auxiliar o diagnéstico de CAC.

A explicagao genética para a superexpressdo de KIT no carcinoma
adenoide cistico de glandula salivar ainda € alvo de investigacédo. Alguns
pesquisadores tém procurado mutagdes ativadoras no gene c-kit neste tipo
tumoral (HOLST et al. 1999; JENG et al. 2000; LIN et al. 2005; SOGRENSEN
et al. 2006; VILA et al. 2009). HOLST et al. (1999) e JENG et al. (2000),
demonstraram a expressao da proteina KIT em 27 de 30 (90%) e 20 a 25
(80%) casos, respectivamente, de carcinoma adenoide cistico de glandula
salivar. J& em tumores estromais gastrointestinal, 65-92% dos tumores s&o
relatados ativacdo/mutacao de KIT, a maioria dos quais estao localizados a
regido adjacente a membrana envolvendo o éxon 11.

No estudo de VILA et al. (2009), mutagdes pontuais de ganho de
funcdo no éxon 11 foram observados em 7 dos 8 casos estudados, sendo
menos frequentes mutacdes nos éxons 9, 13 e 17, o que pode explicar o
envolvimento na superexpressao de KIT em carcinomas adenoide cistico de

glandulas salivares.
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1.4 REGULACAO POS-TRANSCRICIONAL DA EXPRESSAO DO

C-KIT

A regulacado da expressédo do c-kit envolve diversas interagcbes com
proteinas e receptores da membrana celular e do meio extracelular. Além da
interacdo com outras proteinas, a regulagao pés-transcricional da expressao
do c-kit também é considerada importante. Esse tipo de regulagdo é
principalmente realizado por meio de pequenos RNAs nao-codificantes que
regulam a expressao génica, os microRNAs (miRNAs) (LYNAM-LENNON et
al. 2009; IHLE et al. 2015).

Essas moléculas possuem cerca de 22 nucleotideos e exercem seus
efeitos inibitérios ligando-se principalmente a regido 3’ UTR néo traduzida de
RNAs mensageiros especificos (RNAs alvo). O RNA mensageiro ligado ao
mMiRNA n&o é traduzido, levando a baixos niveis de proteina, ou entdo o
RNA pode ser degradado, resultando em baixo nivel do proprio RNA

mensageiro (VOLINIA et al. 2006; LYNAM-LENNON et al. 2009).

1.4.1 Biogénese do miRNA

A biogénese dos miRNAs € um processo sob o controle de varias
enzimas e complexos enzimaticos. Este processo inicia-se no nucleo, onde
ocorre a transcricao dos genes codificadores de miRNAS, na maioria dos
casos, mediada pela RNA polimerase [I (SCHMITTGEN 2008). Os
nucleotideos dos transcritos primarios dos miRNAs (pri-miRNA) formam

estruturas secundarias (SUN e TSAO 2008) que sado compostas pelas



21

regides “stem” onde dois segmentos de RNA com bases complementares
sdo pareados, e as regides “loop” nas quais os pares de bases nao sao
complementares, constituindo, assim, algas circulares (hairpin) (SUN e
TSAO 2008). Os pri-miRNA sao processados por um complexo que inclui a
Drosha e uma proteina de ligacdo de RNA de dupla fita, resultando em uma
estrutura menor designada miRNA precursor (pre-miRNA), sendo em
seguida exportada para o citoplasma por meio da exportina-5 (SINGH et al.
2008; IORIO e CROCE 2012).

Ao nivel citoplasmatico, os pre-miRNAs sao processados pela Dicer,
que remove a alga na estrutura stem-loop, resultando na formagdo de um
RNA de cadeia dupla de aproximadamente 22 nucleotideos. Este duplex de
RNA ¢é incorporado ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC),
que inclui a proteina argonauta como figura central na biogénese do miRNA
(SCHMITTGEN 2008; SUN e TSAO 2008). Assim, as duas fitas de miRNA
sdo separadas: uma das fitas é degradada e a outra permanece associada
ao RISC e constitui o miRNA maduro. Como parte deste complexo, a cadeia-
simples madura liga seus sitios complementares ao mMRNA alvo
(SCHMITTGEN 2008). Os miRNAS que se ligam perfeitamente aos seus
alvos de mRNA na regido 3’ ndo traduzida induzem a degradagdo do mesmo
ao passo que a repressdo da tradugdo € induzida quando essa ligagao
ocorre de forma imperfeita (figura 5). Em contrapartida, alguns miRNAs
ligam-se na regido promotora dos genes e ativam os niveis de transcri¢ao de
genes alvo (Figura 5) (CALIN e CROCE et al. 2006; LYTLE et al. 2007;

GOTO et al. 2015).
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Fonte: Modificado de GOTO et al. (2015).
Figura 5 - Biossintese do Mirna. Genes do miRNA s3o transcritos no nucleo,

mediado principalmente pela RNA polimerase |, gerando transcritos primarios (pri-miRNA).
Drosha cliva o pri-miRNA, produzindo o precursor molecular (pré- miRNA). O pré-miRNA é
transportado para o citoplasma pelo Exportina-5 e pelo Ran-GTP. Ocorre entdo o
processamento do pré-miRNA pela Dicer, que gera um RNA de aproximadamente 22
nucleotideos, composta pela fita Unica de miRNA maduro e uma molécula de miRNA
fragmentado*. O complexo miRNA/mMiRNA* é incorporado ao complexo indutor de
silenciamento de RNA (RISC). O fragmento de miRNA* é degradado, ao passo que a

molécula de miRNA maduro orienta o RISC com o mRNA alvo.

Existem centenas de miRNAs codificados no genoma humano — mais
de 25000 miRNAs maduros em humanos (http://www.mirbase.org/, Release
21) e milhares de mRNAs alvo, e, apesar de nao terem suas funcdes
totalmente esclarecidas, a descoberta dos miRNAs sugere que seu papel
seja fundamental em diversos processos bioldégicos como hematopoiese,

proliferacdo, apoptose, diferenciacdo (GAROFALO et al. 2012; SU et al.
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2016).

Estudos recentes demonstraram o envolvimento de miRNA em todos
0s principais processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento tumoral
como consequéncia de expressoes aberrantes, o que eventualmente pode
representar um novo alvo para apontar novas abordagens terapéuticas,
particularmente em cancer, ja que os mMiRNAs modulam multiplas vias

oncogénicas (LYNAM-LENNON et al. 2009; GAROFALO et al. 2012).

1.4.2 miRNA e Céancer

Diversos trabalhos tém demonstrado alteragdes na expressao de
miRNAs em cancer colorretal, mama, linfomas, cancer do pulmao,
glioblastoma, cancer da prostata, cancer da mucosa oral, entre outros
(METZLER et al. 2004; VOLINIA et al. 2006; YANAIHARA et al. 2006; TRAN
et al. 2007; ZHANG et al. 2007; KONDO et al. 2008; SASSEN et al. 2008;
ZHANG et al. 2009; GOTO et al. 2015).

De fato, tanto a perda como o ganho de fungcdo dos miRNAs, podem
contribuir para o desenvolvimento de neoplasias através de uma série de
diferentes mecanismos, favorecendo por exemplo, a proliferacdo
descontrolada e sobrevivéncia celular, resultando em um comportamento
tumoral invasivo. Pesquisas revelam que os miRNAs podem atuar nos
processos neoplasicos como oncogenes (oncomiRs) ou como genes
supressores tumorais/ genes oncosupressores (oncosupressor-miRs)
(GASCHE e GOEL 2012; SU et al. 2016). Os miRNAs oncogénicos podem

encontrar-se superexpressos em tumores malignos, estimulando a
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proliferacdo celular e inibindo a acdo de genes supressores tumorais e
genes que controlam a apoptose (COWLAND et al. 2007; ZHANG et al.
2007; GASCHE e GOEL 2012). Por outro lado, alguns miRNAs apresentam
expressao reduzida em tumores malignos, sendo considerados supressores
tumorais. Estes miRNAs atuam contra o desenvolvimento de neoplasias
através da inibicao de oncogenes (COWLAND et al. 2007; SASSEN et al.
2008; GASCHE e GOEL 2012).

Levando esse aspecto em consideragao, alguns microRNAs podem
ter fungdes distintas em células ou situacdes diferentes: pode ser
oncogénico em uma célula ou tecido especifico, mas supressor de tumor em
outro, dependendo do contexto celular e genes alvos (GAROFALO et al.
2012; GASCHE e GOEL 2012). Nesse contexto, sabe-se que os miR-221/-
222 sao superexpressos na maioria dos tumores epiteliais, por outro lado,
esses MiIRNAs podem desempenhar um papel de supressor tumoral em
células eritroleucémicas por inibicdo da eritropoiese através da diminuicao
da expressao do receptor c-Kit (FELLI et al. 2005; VOLINIA et al. 2006;
GAROFALO et al. 2012).

FELICETTI et al. (2008a), relataram o gene PLZF (Promyelocytic
leukaemia zinc finger) como um repressor de miR-221 e miR-222 por ligagéo
direta a sua regido reguladora. Especificamente, o silenciamento do gene
PLZF em melanomas desbloqueia o0 miR-221 e miR-222, que por sua vez
controla a progressdo da neoplasia através de diminuicdo da expressao de
p27Kip1/CDKN1B e do receptor de c-kit, levando aumento da proliferagao e

diferenciacao das células do melanoma. Estudo funcionais in vitro e in vivo,
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confirmaram o papel fundamental do miR-221/-222 na regulagcdo da
progressdéo do melanoma humano, sugerindo entdo, que terapias
direcionadas a supressao do miR-221 e miR-222 podem ser benéficas em
pacientes com melanoma avangado (FELICETTI et al. 2008a e b).

Outros estudos em GIST, mostraram que a superexpressdo dos miR-
222 e miR-17/20A, que tem como alvo o KIT, inibiram significativamente a
proliferagcdo celular e induziram a apoptose em linhagens celulares de GIST-
T1 (GITS et al. 2013). Ainda nesse contexto, HE et al. (2005), demonstraram
um aumento da regulagdo desses dois miRNAs no carcinoma papilar da
tiredide caracterizada pela perda de c-Kit. Contudo, os efeitos funcionais
desses miRNAs ainda ndo sdo completamente compreendidos (IHLE et al.
2015).

Contudo, poucos estudos tém avaliado o papel dos miRNAs no
desenvolvimento dos tumores de glandula salivar, e vale ressaltar que sao
demasiadamente escassos estudos avaliando a expressdao do miRNAs em
tumores de glandulas salivares (CHIOSEA et al. 2008; ZHANG et al. 2009;
MATSE et al. 2013; KISS et al. 2015).

Apenas MATSE et al (2013) investigaram os perfis de miRNAs na
saliva de pacientes com tumores malignos e de pacientes com tumores
benignos da glandula parétida. Eles observaram que a expressao de quatro
miRNAs, entre eles o miRNA-222, foi maior em amostras de saliva de
pacientes com tumor maligno em comparagdo com a expressao em
amostras de saliva de pacientes com um tumor benigno (sensibilidade 69%,

especificidade de 95%). Esses resultados mostraram-se promissores para o
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desenvolvimento de uma ferramenta de diagndstico ndo invasivo para o

diagndstico de tumores nas glandulas salivares.

Baseados nos estudos supracitados e considerando a importancia da
via do c-kit em neoplasias, nos propomos responder as seguintes
indagacgdes:

1) A expressao do c-kit e vias relacionadas com a proliferacao celular é
comum em neoplasias derivadas do ducto intercalado das glandulas
salivares?

2) Ha regulagao pds-transcricional do c-kit em neoplasias benignas e
malignas das glandulas salivares?

Para responder essas questdes, utilizamos como modelo de estudo o
adenoma pleomorfico e o carcinoma adenoide cistico das glandulas

salivares.
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2  PROPOSICAO

Os mecanismos de Patologia Geral descritos em varios estudos tém
enfatizado a importancia de oncogenes na iniciagcdo e progressao do
desenvolvimento de tumores de glandulas salivares. A mutagdo de
oncogenes € a superexpressao de fatores de crescimento ou de receptores
de fatores de crescimento, como c-kit, ttm sido identificados com fatores
importantes na génese dos tumores dessas glandulas. Contudo, ha
evidéncias contraditorias na literatura sobre a expressao de c-kit e seu valor
nos tumores das glandulas salivares.

Para esclarecer os achados de nossas pesquisas prévias acerca do c-
kit (IANEZ 2011) e dos fatores relacionados de sua via, particularmente as
vias MAPK e PI3K/AKT, nos tumores das glandulas salivares adenoma
pleomoérfico e carcinoma adenoide cistico, pretendemos:

o Avaliar a localizacao das proteinas das vias PIBK/AKT/mTOR e MAPK
utilizando a técnica de imunoistoquimica;

° Avaliar a expressao de miRNA na tentativa de identificar a
participacdo de mecanismos pos-transcricionais na expressdo da
proteina c-Kit;

o Associar a expressao das proteinas e dos miRNAs com os dados

clinico-patolégicos e demograficos de cada caso.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 50 casos de adenoma pleomorfico operados
entre os anos de 1991 a 2010, e 47 casos de carcinoma adenoide cistico
operados entre os anos de 1989 a 2011, provenientes dos arquivos da
Anatomia Patologica do A.C. Camargo Cancer Center para o processo de
imunoistoquimica. Desses 47 casos selecionados, 9 casos foram cedidos
pela Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo/ Ribeirao.

Para a expressdao dos miRNAs foram selecionados 25 casos de
adenoma pleomorfico operados durante os anos de 2000 a 2006 e 14 casos
de carcinoma adenoide cistico operados durante os anos de 2000 a 2012,
provenientes de tecidos congelados, provenientes do Banco de Tumores do
A.C. Camargo Cancer Center, estes foram submetidos a analise histolégica
por um patologista qualificado para avaliagdo da porcentagem do tecido de
interesse.

Foi realizada a coleta de dados clinico-demograficos dos prontuarios
médicos.

Critérios de inclusao:

1. Foram incluidos na amostra do trabalho todos os casos que
apresentaram dados clinico-demograficos nos prontuarios para
posterior analise estatistica;

2. Foram incluidos todos o0s casos que apresentaram material

emblocado em parafina, correspondente a pega cirurgica inicial,
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armazenados nos arquivos do Departamento de Patologia Cirurgica
do A.C.Camargo Cancer Center.

3. Somente amostras de tecido congeladas com pelo menos 70% de
células tumorais foram incluidos no estudo e seguiram para a
extracdo do RNA no Laboratério de Extragdo de Macromoléculas do
A.C.Camargo Cancer Center, para a realizagdo da técnica de RT-
PCR (miRNA).

Critérios de excluséo:

Casos que nao apresentaram material suficiente, em avaliagao prévia,
para serem submetidos as analises propostas no trabalho foram excluidos.

As laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) de cada caso
foram recuperadas dos arquivos do Departamento de Patologia Cirurgica do

A.C.Camargo Cancer Center e foram reanalisadas por 2 patologistas para

checagem das estruturas neoplasicas presentes.

3.1 IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes de 3um preparados em laminas de vidro silanizadas, foram
desparafinizados em dois banhos de xilol a temperatura ambiente por 10
minutos cada. A seguir os cortes foram re-hidratados em cadeia
descendente de etanol (100%, 95%, 70%, respectivamente) para a remogao

de pigmentos formdlicos, e posteriormente, agua corrente por 5 minutos.
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Recuperacdo dos epitopos antigénicos e outras peculiaridades do
protocolo foram determinados durante a etapa experimental do trabalho,
conforme observado no quadro 1.

Apds a lavagem em agua corrente e agua destilada, realizou-se a
imersdo do material em solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% (10
volumes) 3 vezes por 5 minutos cada, com o intuito de se bloquear a
peroxidase endogena tecidual.

Repetida a lavagem com agua corrente e agua destilada, as laminas
foram incubadas com solugédo Protein block (DakoCytomation, Carpinteria,
USA) por 20 minutos a temperatura ambiente em camara umida, a fim de se
bloquear reagdes do soro primario com proteinas inespecificas teciduais.

Em seguida, os cortes foram incubados com o soro primario diluido
em diluente contendo 0,05mol/L de tampao Tris-HCL e 0,1% de Tween 20
(Antibody Diluent with Background Reducing Components, DakoCytomation,
Carpinteria, USA) e colocadas a 4°C, overnight em camara umida.
Informacgdes sobre os anticorpos e etapas especificas do protocolo estdo
descritas no quadro 1.

Os procedimentos posteriores foram sempre precedidos de duas
lavagens em tampao PBS pH 7.4, durante 5 minutos cada.

Apds a incubacdo com o anticorpo primario, os espécimes foram
incubados com anticorpo secundario, contendo pool de anticorpo anti-
camundongo e anti-coelho, utilizando o kit Advanced™ HRP

(DakoCytomation, Carpinteria, USA) em 2 etapas de 30 minutos cada.
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Para a reagado de revelagao, os espécimes foram incubados com o
revelador 3°3- diaminobenzidina - DAB (DakoCytomation, Carpinteria, USA)
que evidencia a reacao por meio de coloracao castanha.

Os cortes foram lavados em agua corrente e agua destilada e contra-
corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos.

Posteriormente, os cortes foram desidratados em cadeia ascendente
de etandis, diafinizados em trés banhos de xilol, e montados em resina
permount ” para 0 exame ao microscopio de luz.

Os controles negativos das reagdes supracitadas foram realizados por
meio da incubagcdo de espécimes com soro nao-imune. Os controles
positivos foram utilizados de acordo com informagdes do fabricante de cada
anticorpo. Todas as reacdes foram realizadas em duplicatas.

As reacdes foram analisadas em microscéopio 6ptico e os dados
estudados de forma qualitativa e semi-quantitativa, onde foram considerados
negativos, < 5% de células positivas.

Os dados foram fotografados com equipamento fotografico digital.

Quadro 1 - Anticorpos utilizados e sua procedéncia

Anticorpos Clone Protocolo Diluicdo Controle positivo Fabricante
c-Kit T595 Edta- Tris 1:500 Pele Abcam
PI3K Beta Policlonal Citrato pH;6,0 Pronto p/ Placenta Abcam
uso
AKT fosforilada 587F11 Citrato pH;6,0 1:50 Ca Cdlon Cell Signaling
mTOR fosforilada 49F9 Citrato pH;6,0 1:100 Mama Normal Cell Signaling
Ras F132-62 Citrato pH;6,0 1:20 Pele Abcam
B-Raf 1H12 Citrato pH;6,0 1:500 Pele Abcam
MEK-1 fosforilada E237 Citrato pH;6,0 1:100 Pele Abcam
MEK-2 fosforilada T394 Citrato pH;6,0 1:300 Pele Abcam
ERK 1/2 fosforilada | T202/T185 Edta- Tris 1:600 Tu Tiredide/ Bago Epitomics
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3.2 MIRNA

3.2.1 Extracdo do RNA

O RNA foi extraido de amostras de tumor de glandula salivar
utilizando-se o kit miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A avaliacdo da qualidade dessas
amostras foi feita através de leitura espectrofotométrica no equipamento
Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) e também
através de corrida eletroforética utilizando-se chip RNA 6000 Nano do

equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies).

3.2.2 Sintese do cDNA

A reacdo de sintese do cDNA foi realizada de acordo com os
procedimentos recomendados no manual do “kit” TagMan MicroRNA RT
Reverse Transcription (Applied Biosystems), conforme descri¢ao a seguir:

A reacéao foi feita em um volume final de 15,0ul contendo 10 ng de
RNA total; 1,5 pl de RT Buffer; 0,15ul de dNTP Mix (100 mM); 3,0ul de RT
Primer (stem-loop primer, especifico para miRNAs maduros); 1,0ul da
enzima MultiScribe Reverse Transcriptase; 0,19ul de inibidor de RNAse. A
reacado foi incubada a 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos e 85°C por

5 minutos em um termociclador.
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3.2.3 Amplificacdo do cDNA e analise da expressédo de microRNAs

O ensaio de amplificacdo foi realizado de acordo com os
procedimentos recomendados no manual do “kit” TagMan Universal PCR
Master Mix (2X), conforme descri¢ao a seguir:

A reacgao foi feita em um volume final de 20,0ul contendo 1,33pl de
cDNA, 10,0ul do TagMan Universal Master Mix (2X) (contendo MgCl,, dATP,
dCTP, dGTP, dUTP, enzima DNA polimerase modificada (AmpliTaqGold)),
1,0ul de cada ensaio (TagMan MicroRNA Assays contendo a sonda e o0s
oligonucleotideos especificos para os miRNAs a serem estudados). Foram
analisados os miRNAs miR-221 e miR-222, descritos como relacionados ao
c-Kit (FELICETTI et al. 2008b).

A amplificagao foi feita em 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C
por 1 minuto, precedidos por um periodo de 50 °C por 2 minutos e 95 °C por
10 minutos. A amplificacdo foi feita no aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).

A deteccdo dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do
sinal fluorescente emitido. Dessa forma, os valores quantitativos (Ct) sao
obtidos a partir do ciclo limiar onde o aumento do sinal fluorescente
associado ao crescimento exponencial dos produtos de PCR comeca a ser
detectado.

O nivel de expressado dos microRNAs foi quantificado relativamente a
expressao de dois small nucleolar RNAs (RNU44 e RNU48) e também foi
normalizado de acordo com uma amostra calibradora (Pool de 10 amostras

de glandula salivar ndo-neoplasica). O resultado final (n microrna) fOI €XPresso
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como um aumento ou diminuicdo da expressdao de um microRNA em n-
vezes quando comparado ao controle e ao calibrador, da seguinte forma: n
microRNA = 2 ~(ACtamostra - ACt calibrader) *5nqe ACt da amostra e do calibrador s&o
determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do microRNA estudado do
valor médio de Ct do microRNA usado como controle.

As amostras que apresentarem valores de Ct acima de 38 foram

desconsiderados da analise.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A associacdo entre a expressao das proteinas c-Kit, Ras, B-Raf,
MEK-1 fosforilada, MEK-2 fosforilada, ERK1/2 fosforilada, PI3K beta, AKT
fosforilada e mTOR fosforilado e os parametros clinico-demograficos foram
avaliados por meio do teste de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. O
mesmo teste foi realizado para a associagcdao dos miRNAs 221 e 222 e os
parametros clinicos-demograficos.

Para o calculo das probabilidades de sobrevida cancer-especifica
considerou-se o intervalo de tempo transcorrido entre a data da cirurgia e a
data do 6bito (evento de interesse) ou do ultimo seguimento (censura). As
taxas de sobrevida foram calculadas pelo estimador de Kaplan-Meyer, sendo
as curvas comparadas pelo teste de Log-rank.

Todos os valores de p (p-values), foram baseados em analise
estatistica bi-caudal e p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 20.0

(SPSS Inc, Chicago, IL).
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4 RESULTADOS

4.1 IMUNOISTOQUIMICA

4.1.1 Adenoma pleomorfico
Foram utilizados 50 casos com diagndstico confirmado de adenoma
pleomérfico com material disponivel nos arquivos do Departamento de

Anatomia Patologica do AC Camargo Cancer Center.

4.1.1.1 Dados clinico-demogréficos

Os casos de adenoma pleomorfico incluidos no estudo acometeram
32 mulheres e 18 homens de idades que variaram entre 12 e 78 anos de
idade, com maior incidéncia durante as 3% e 6% décadas de vida (média de
idade de 43,8). Dos 50 pacientes acometidos pela neoplasia, 24 (48,0%)
eram da raca branca. A parétida foi a glandula salivar mais acometida, (35
casos), seguida da glandula submandibular (9 casos). Trés casos foram
diagnosticados na cavidade oral (palato — 3 casos). A localizacdo do
adenoma pleomoérfico ndo foi detalhada em 3 casos. O tamanho dos
adenomas pleomoérficos operados variou de tumores com até 4cm no maior
eixo (33 casos) e tumores acima de 4cm no seu maior eixo (17 casos).

Do total de casos, apenas 8 adenomas pleomorficos recidivaram
(16% dos casos): estes casos acometeram mulheres, sendo 7 na parétida e

1 no palato. Apenas 2 destes tumores eram maiores que 4cm (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas Clinico-Demograficas dos pacientes portadores
de adenoma pleomorfico.

Dados Clinicos-Demograficos Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
32 (64%) 18 (36%) 50 (100)
Idade
Até 40 anos 13 (26,0) 12 (24,0) 25 (50,0)
Acima de 40 anos 19 (48,0) 6 (12,0) 25 (50,0)
Raca
Branco 16 (32,0) 8 (16,0) 24 (48,0)
Nao Brancos 3 (6,0) 3 (6,0) 6 (12,0)
Sem informagéo 8 (16,0) 12 (24,0) 20 (40,0)
Localizacéo
Parotida 25 (50,0) 10 (20,0) 35 (70,0)
Submandibular 4 (8,0) 5(10,0) 9(18,0)
Palato 2 (4,0) 1(2,0) 3(6,0)
Outro 1(2,0) 2 (4,0) 3 (6,0)
Tamanho
Eixo menor que 4,0 cm 24 (48,0) 9 (18,0) 33 (66,0)
Eixo maior que 4,0 cm 8 (16,0) 9(18,0) 17 (34,0)
Recidiva
Parotida 7 (87,5) 0(0,0) 7 (87,5)
Submandibular 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Palato 1(12,5) 0(0,0) 1(12,5)
Total 8 (100) 0(0,0) 8 (100)

4.1.1.2 Analise Histopatolégica

A analise histopatolégica dos adenomas pleomoérficos revelou que
morfologicamente os adenomas pleomorficos incluidos no estudo eram
compostos por células mioepiteliais de fendtipos plasmocitéide, fusiforme,
epitelidide e estrelaria, bem como células epiteliais (ductais). Estas células
mostravam-se arranjadas em formagdes arquiteturais diversas — lencgol,

ninhos e formagdes luminais, bem como células isoladas. Metaplasia
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escamosa, condroide, mixoéide, hialina e calcificagbes foram observadas nos

tumores analisados.

Exemplos desses padrdes estao ilustrados na Figura 6.

Figura 6 - Exemplos dos aspectos histopatoléogicos do adenoma

pleomodrfico. A e B: Células mioepiteliais e epiteliais arranjadas em lengol/ ductos
neoplasicos. (H/E, aumento original X250); C e D e E: Células epiteliais e mioepiteliais em
arranjos compactos e ductais e estroma mixoide. Observar em D e E a relagado do tumor
com a periferia (capsula). (H/E, aumento original X250); F: Adenoma pleomérfico com
estroma hialino. (H/E, aumento original X250)
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4.1.2 Carcinoma adenoide cistico

Foram utilizados 47 casos diagnosticados como carcinoma adenoide
cistico, sendo 38 casos provenientes dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center, e, 9 casos
provenientes da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo/

Ribeirao Preto.

4.1.2.1 Dados clinico-demogréficos

Os casos de carcinomas adenoide cistico incluidos no estudo
acometeram 30 mulheres e 17 homens de idades que variaram entre 14 e
76 anos de idade, com maior incidéncia durante a 5° e 6° décadas de vida
(média de idade de 48,7). O tumor foi mais frequente na glandula
submandibular (16 casos), seguida da gléandula parétida (11 casos). O
tamanho dos CACs operados variou de tumores com até 4cm no maior eixo
(26 casos) e tumores acima de 4cm no seu maior eixo (20 casos). O tipo
histologico mais frequente foi o cribriforme (20 casos). Nao houve invaséo
vascular em 27 casos; invasdo perineural foi detectada em 25 casos. Em
nossa casuistica, 32 pacientes ndo tiveram acometimento linfonodal (32
casos) e o tratamento mais utilizado foi a radioterapia adjuvante (29 casos).

Do total de casos de carcinoma adenoide cistico, 15 casos
apresentaram recidiva local (31,9% dos casos): estes casos acometeram 7
mulheres e 8 homens. Além disso, 29 pacientes (61,7%) desenvolveram
metastase, sendo 16 mulheres e 13 homens e a maioria delas no pulmao.

Do total de pacientes, 21 (44,7%) foram a 6bito devido a doencga (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas Clinico-Demograficas dos pacientes portadores
de carcinoma adenoide cistico

Dados Clinicos-Demograficos Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
30 (63,8) 17 (36,2) 47 (100)
Idade
Até 40 anos 10 (21,3) 4 (8,5) 14 (29,8)
Acima de 40 anos 20 (42,5) 13 (27,7) 33(70,2)
Raca
Branco 16 (34,0) 10 (21,3) 26 (55,3)
Nao Branco 4 (8,5) 2(4,3) 6 (12,8)
Sem Informagao 10 (21,3) 5(10,6) 15 (31,9)
Etilista
Sim 4 (8,5) 10 (21,3) 14 (29,8)
Nao 22 (46,8) 6 (12,8) 28 (59,6)
Sem Informacgao 4 (8,5) 1(2,1) 5(10,6)
Tabagista
Sim 7 (14,9) 9(19,1) 16 (34,0)
Nao 21 (44,7) 8 (17,0) 29 (61,7)
Sem Informacgao 2 (4,3) 0(0,0) 2 (4,3)
Localizagcdo tumoral
Parotida 6(12,8) 5(10,6) 11 (23,4)
Submandibular 11 (23,4) 5(10,6) 16 (34,0)
Palato 6(12,8) 3(6,4) 9(19,2)
Outro 7 (14,9) 4 (8,5) 11 (23,4)
Tamanho
Eixo menor que 4,0 cm 19 (40,4) 7 (14,9) 26 (55,3)
Eixo maior que 4,0 cm 10 (21,3) 10 (21,3) 20 (42,6)
Sem Informacgao 1(2,1) 0 (0,00) 1(2,1)
Tipo Histoldgico
Cribriforme 12 (25,5) 8 (17,0) 20 (42,5)
Tubular 4 (8,5) 0(0,0) 4 (8,5)
Solido 3(6,4) 4 (8,5) 7 (14,9)
Cribriforme e Tubular 4 (8,5) 2(4,3) 6 (12,8)
Cribriforme e Sélido 1(2,1) 1(2,1) 2 (4,3)
Cribriforme, Tubular e Sdlido 3(6,4) 0(0,0) 3(6,4)
Sem Informacao 3(6,4) 2(4,3) 5(10,6)
Invaséo vascular
Sim 3(6,4) 4 (8,5) 7 (14,9)
Néo 19 (40,4) 8 (17,0) 27 (57,4)

Sem Informacgao 8 (17,0) 5(10,6) 13 (27,7)
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Cont/ Tabela 2

Dados Clinicos-Demograficos Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
Invaséo Perineural

Sim 17 (36,2) 8 (17,0) 25 (53,2)
Nao 8 (17,0) 4 (8,5) 12 (25,5)
Ignorado 5(10,6) 5(10,6) 10 (21,3)
Linfonodos Acometidos

Sim 6 (12,8) 4 (8,5) 10 (21,3)
Nao 20 (42,5) 12 (25,5) 32 (68,1)
Ignorado 4 (8,5) 1(2,1) 5(10,6)
Tratamento

So6 Cirurgia 4 (8,5) 1(2,1) 5(10,6)
Radioterapia neoadjuvante e 0(0,0) 1(2,1) 1(2,1)
Quimioterapia Adjuvante 2(4,3) 2 (4,3) 4 (8,6)
Quimioterapia e Radioterapia 4 (8,5) 4 (8,5) 8 (17,0)
Radioterapia Adjuvante 9 (19,1) 20 (42,5) 29 (61,7)
Recidiva 7 (46,7) 8 (53,3) 15 (100)
Metéastase 16 (55,2) 13 (44,8) 29 (100)
Local Metastase

Pulmao 12 (41,4) 7(24,1) 19 (65,5)
Osso 2(6,9) 1(3,4) 3(10,3)
Outros 2(6,9) 3(10,3) 5(17,2)
N&o informado 0(0,0) 2(6,9) 2 (6,9)
Obito 12 (57,1) 9 (42,9) 21 (100)

4.1.2.2 Analise Histopatolégica

A analise histopatoldgica dos carcinomas adenoides cisticos revelou
que em nosso estudo foram incluidos carcinomas adenoide cisticos dos trés
tipos citados na literatura: cribriforme, que € morfologicamente composto por
células mioepiteliais e ductais com espacos cisticos lembrando o aspecto de
um “queijo suigo; tubular, também composto por células ductais e
mioepiteliais formando estruturas semelhantes a tubulos, e o tipo sélido,
onde ha uma prevaléncia das células ductais/ epiteliais. Exemplos desses

padrdes estao ilustrados na Figura 7.
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Figura 7 - Exemplos dos aspectos histopatoldgicos do carcinoma adenoide

cistico. A: Carcinoma Adenoide Cistico: Padrdo tubular (H/E, aumento original X250);

B:Carcinoma Adenoide Cistico: Padréo tubulo cribriforme (H/E, aumento original X250); C:
Carcinoma Adenoide Cistico: Padrdo cribriforme (H/E, aumento original X250); D:
Carcinoma Adenoide Cistico: Padrdo solido com pequenas aberturas luminais (H/E,

aumento original X250).

4.1.3 Reagdes Imunoistoquimicas

Foram realizadas pesquisas para os marcadores c-Kit, PI3K beta,
mTOR fosforilada, AKT fosforilada, RAS, B-Raf, MEK-1 fosforilado, MEK-2
fosforilado e ERK 1/2 fosforilado (Tabelas 3 e 4). Os resultados dessa
pesquisa, bem como exemplos do padrdo de marcagdo de cada proteina

estdo ilustrados nas Figuras 8 a 14.
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Tabela 3 - Resultados da expressao imunoistoquimica dos marcadores nos
padrdes citoplasmatico, nuclear e de membrana nas amostras de adenoma
pleomorfico

Proteinas Membrana Citoplasma Nucleo Nucleo e Negativo

(%) (%) (%) Citoplasma (%) (%)
c-Kit 43 (86,0) 00 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 07 (14,0)
PI3K Beta 0(0,0) 24 (48,0) 0(0,0) 0(0,0) 26 (52,0)
AKT fosforilada 0(0,0) 02 (4,0) 26 (52,0) 02 (4,0) 20 (40,0)
mTOR fosforilada 0(0,0) 39 (78,0) 01 (2,0) 0(0,0) 10 (20,0)
Ras 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 50 (100)
B-Raf 0(0,0) 31(62,0) 0(0,0) 09 (18,0) 10 (20,0)
MEK-1 fosforilada 0(0,0) 20 (40,0) 01 (2,0) 0(0,0) 29 (58,0)
MEK-2 fosforiada 0(0,0) 11 (22,0) 11 (22,0) 13 (26,0) 15 (30,0)
ERK 1/2 fosforilada 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 50 (100)

Tabela 4 - Resultados da expressado imunoistoquimica dos marcadores nos
padroes citoplasmatico, nuclear e de membrana nas amostras de carcinoma
adenoide cistico

Proteinas Membrana Citoplasma Nucleo Nucleo e Negativo
(%) (%) (%) Citoplasma (%) (%)

c-Kit 45 (95,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 02 (4,3)
PI3K Beta 0 (0,0) 08 (17,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 39 (83,0)
AKT fosforilada 0(0,0) 01(2,1) 06 (12,8) 06 (12,8) 34 (72,3)
mTOR fosforilada 0(0,0) 31 (66,0) 01 (2,1) 03 (6,4) 12 (25,5)
Ras 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 47 (100)

B-Raf 0 (0,0) 34 (72,3) 0 (0,0) 13 (27,7) 0 (0,0)
MEK-1 fosforilada 0 (0,0) 12 (25,5) 01 (2,1) 0 (0,0) 34 (72,3)
MEK-2 fosforilada 0 (0,0) 18 (38,3) 04 (8,5) 06 (12,8) 19 (40,4)
ERK 1/2 fosforilada 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 47 (100)
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4.1.3.1 c-kit

Células positivas para c-Kit foram identificadas em formacgdes luminais
pequenas de permeio aos lengois de células mioepiteliais neoplasicas, além
de raras células isoladas em areas focais no parénquima tumoral dos
adenomas pleomorficos (Figura 8).

Ja nos carcinomas adenoide cisticos, mostraram um padrao
especifico de marcacdo: positivo na membrana das células ductais e
negativos nas células mioepiteliais. Tipos solidos com areas tubulares,
predominante  mioepitelial com regides ductais, foram positivos

exclusivamente nessas células (Figura 8).



Figura 8 - Imunoexpressdao do marcador c-Kit. A: Positividade de c-kit em
formacdes luminais de permeio ao lencol de células mioepitelias neoplasicas no adenoma
pleomorfico (aumento original X250); B: c-Kit positivo na membrana de células isoladas em
areas focais no adenoma pleomorfico (aumento original X400); C — F: Carcinoma adenoide
cistico: Células ductais positivas para o marcador c-Kit (aumento original X250);
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4.1.3.2 PI3K beta

Células epiteliais e algumas células mioepiteliais plasmocitoides,
foram positivas para a proteina PI3K beta em 48% dos casos proximas a
capsula tumoral no adenoma pleomorfico (Figura 9). O outros 52% dos
casos foram negativos para o marcador.

Ja no carcinoma adenoide cistico, a maioria dos casos nao expressou
o marcador PI3K beta (83%), porém houve positividade citoplasmatica para
as células mioepiteliais e epiteliais nas areas cribriformes nos outros 17%

dos casos (Figura 9).



46

Figura 9 - Imunoexpressao do marcador PI3K. A e B: PI3K beta positivo no
citoplasma das células epiteliais da glandula salivar normal (glandula mucosa em A e
glandula parétida em B) (aumento original X400); C — D: Células epiteliais e mioepitelais
plasmocitoides positivas para PI3K beta no adenoma pleomérfico (aumento original X250);
E — F: Positividade citoplasmatica das células epiteliais e mioepiteliais em areas cribriformes

(F) para PI3K beta no carcinoma adenoide cistico (aumento original X250)
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4.1.3.3 AKT fosforilada

Células positivas para p-AKT foram observadas em ilhas de células
mioepiteliais plasmocitéides e em células epiteliais em meio a matriz
condroide e mixdide do adenoma pleomorfico principalmente no nucleo de
60,0% dos casos. Ja os outros 40,0% foram negativos (Figura 10).

No carcinoma adenoide cistico, a maioria dos casos nao expressou a
proteina p-AKT (72,3%). Porém, nos outros 27,7% dos casos, foram
observadas células positivas para o marcador em células epiteliais e

mioepiteliais nas regides sdélidas e cribriformes (Figura 10).

4.1.3.4 mTOR fosforilada

Expressao positiva para p-mTOR foi observada no citoplasma das
células epiteliais e em poucas células mioepiteliais neoplasicas esparsas em
meio ao parénquima tumoral no adenoma pleomoérfico na maioria dos casos
(80,0%) (Figura 10).

Ja no carcinoma adenoide cistico foi observada uma positividade
citoplasmatica em células epiteliais e algumas mioepiteliais das areas
cribriformes em 75,5% dos casos. O restante dos casos permaneceu

negativo (25,5%) (Figura 10).
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Figura 10 - Imunoexpressao dos marcadores AKT fosforilada e mTOR

fosforilada. A — B: Células mioepiteliais positivas para AKT em ilhas de células mioepiteliais
em meio & matriz condroide e mixdéide no adenoma pleomérfico (aumento original X250); C — D:
Células mioepiteliais positivas em regides sélidas (C) e cribiformes (D) no carcinoma adenoide
cistico (aumento original X250); E: Positividade de mTOR no citoplasma das células
mioepiteliais neoplasicas esparsas no adenoma pleomoérfico (aumento original X250); F: mTOR
positivo no citoplasma das células epiteliais e mioepiteliais das regibes cribriformes do
carcinoma adenoide cistico (aumento original X250).
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4.1.3.5 RAS

Nao foram observadas células positivas para a proteina Ras tanto no

adenoma pleomaérfico como no carcinoma adenoide cistico.

4.1.3.6 B-Raf

Citoplasma das células epiteliais foram positivas para a proteina B-
Raf, enquanto as células mioepiteliais foram negativas no adenoma
pleomdrfico das glandulas salivares na maioria dos casos (80,0%) (Figura
11.1).

Ja no carcinoma adenoide cistico, todos os casos foram positivos
para a proteina (100%). A positividade variou: em alguns casos observou-se
células mioepiteliais e epiteliais positivas, como nos tipos tubulares,
entretanto, em outros tipos histolégicos, como o cribriforme, somente as

células epiteliais (luminais) foram positivas para B-Raf (Figura 11.2).
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Figura 11.1 - Imunoexpressao do marcados B-Raf no adenoma pleomérfico. A

— D: Adenoma pleomdfico: Células epiteliais (luminais) positivas para o marcador B-raf
(aumento original X40, X250, X250 e X400, respectivamente).
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Figura 11.2 - Imunoexpressdo do marcador B-Raf no carcinoma adenoide

cistico. A-E Carcinoma adenoide cistico: positividade para o marcador B-Raf nas células
epiteliais (luminais da neoplasia nas suas varias formas de apresentagdo. Notar que
algumas células mioepiteliais esparsas também apresentam positividade para o B-Raf (D).
Observar a positividade do marcador B-Raf em area de infiltragdo perineural. Aumento
original X100, X250, X250, X400, X250, respectivamente.



52

4.1.3.7 MEK-1 fosforilada

Células positivas para a proteina p-MEK-1 foram identificadas na area
periférica proxima a capsula e em areas densamente celulares do adenoma
pleomoérfico, em 42,0% dos casos. Os outros 58,0% dos casos foram
negativos para a proteina.

Porém no carcinoma adenoide cistico, apenas em alguns casos

observou-se positividade focal para a proteina p-MEK-1 (27,6%) (Figura 12).
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Figura 12 - Imunoexpressao do marcador MEK-1 fosforilada. A e B: adenoma
pleomorfico: expressdo de p-MEK-1 no citoplasma das células neoplasicas préximas da
pseudocapsula tumoral. Aumento original X100 e X400, respectivamente; C e D: carcinoma
adenoide cistico: raras células com expressao fraca de p-MEK-1 sao observadas em alguns
casos. Aumento original X250 e X250, respectivamente.
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4.1.3.8 MEK-2 fosforilada

No adenoma pleomorfico observou-se um predominio de expressao
nuclear para p-MEK-2 nas células epiteliais. Porém em algumas areas
encontrou-se marcagao citoplasmatica, inclusive em células mioepiteliais
(48,0%).

Expressao positiva para p-MEK-2 foi observada principalmente no
citoplasma das células epiteliais das formagdes ductais; nas células
mioepiteliais notou-se expressédo nuclear do p-MEK-2 na maioria dos CAC

(Figuras 13.1 e 13.2).
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Figura 13.1 - Imunoexpressao do marcador MEK-2 fosforilado no adenoma

6l 7 e ey ﬁ
plemorfico. A-D adenoma pleomorfico: expressao citoplasmatica do fator p-MEK-2 em

células epiteliais neoplasicas e expressao nuclear nas células mioepiteliais. Aumento
original X40, X250, X250 e X250, respectivamente.



Figura 13.2 - Imunoexpresséo do marcador MEK-2 fosforilado no carcinoma

adenoide cistico. A-D carcinoma adenoide cistico: expresséo citoplasmatica do fator p-

Mek-2 em células epiteliais neoplasicas (estruturas luminais). Aumento original X250, x250,

x250 e x250, respectivamente.

4.1.3.9 ERK1/2 fosforilada
N&o foram identificadas células positivas para a proteina p-ERK1/2 no

adenoma pleomdérfico e no carcinoma adenoide cistico. Entretanto,
observou-se positividade no controle positivo interno, como as células

inflamatdrias (Figura 14).
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Figura 14 - Imunoexpressao do marcador ERK1/2 fosforilado. A, B e C:

Positividade nas células inflamatérias. (A) Glandula salivar normal (parétida). Aumento
original X400; (B) adenoma pleomérfico. Aumento original (X400); (C) carcinoma adenoide

cistico. Aumento original X250.

4.1.4 Anadlise de associacdo das proteinas estudadas com as variaveis
clinico-demograficas

A analise de associacido foi realizada utilizando o teste estatistico
exato de Fisher ou o teste de qui-quadrado. Na analise da categoria
“‘localizagdo tumoral”, a maioria dos casos que acometeram a glandula
submandibular expressavam a proteina de MEK-2 fosforilada para os casos
de AP (8/9 casos - p=0,011). Ja para os casos de CAC, todos os casos
provenientes do palato eram positivos para a proteina MEK-2 fosforilada (9/9
casos - p=0,023). Ja na categoria “tamanho tumoral” do grupo dos
carcinomas adenoide cisticos, 22 dos 26 menores que 4,0cm néao
expressaram a proteina MEK-1 fosforilada (p=0,046). Além disso, dos 32
pacientes portadores de CAC que tiveram linfonodos acometidos, 21 deles

nao expressaram a proteina MEK-1 fosforilada (p=0,041) (Tabelas 8 e 11).
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Nao foram avaliadas associagcbes clinico-patolégicas com as
proteinas B-Raf (CAC), Ras e ERK 1/2 fosforilada em ambos tipos tumorais,
por possuirem variaveis constante.

As demais variaveis clinico-patolégicas avaliadas ndao apresentaram
associagdes estatisticamente significativas com proteinas estudadas no

presente estudo (Tabelas 5 a 11).



Tabela 5 - Analise da associacado das proteinas c-Kit e PI3K beta com as variaveis clinico-patolégicas nas amostras de
adenoma pleomorfico

Caracteristica Clinico- Categoria c-Kit PI3K Beta
patoldgicas Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value
Feminino 30 (93,8) 2(6,3) 32 14 (43,8) 18 (56,3) 32
Sexo 0,083 0.557
Masculino 13(72,2) 5(27,8) 18 10 (55,6) 8 (44,4) 18
Até 40 anos 19 (76,0) 6 (24,0) 25 13 (562,0) 12 (48,0) 25
Idade 0,098 0,778
Acima de 40 anos 24 (96,0) 1(4,0) 25 11 (44,0) 14 (56,0) 25
Branco 19 (79,2) 5(20,8) 24 13 (54,2) 11 (45,8) 24
Raca 0,553 0,999
Nao-branco 6 (100,0) 0(0,0) 6 3 (50,0) 3 (50,0) 6
Submandibular 8 (88,9) 1(11,1) 9 7(77,8) 2(22,2)
] Palato 2 (66,7) 1(33,3) 3 0(0,0) 3(100,0)
Localizag&o tumoral ) 0,737 0.090
Paroétida 30 (88,9) 5(14,3) 35 16 (45,7) 19 (54,3) 35
Outros 3(100,0) 0 (0,0) 3 1(33,3) 2 (66,7) 3
Menor que 4cm 30 (90,9) 3(9,1) 33 16 (48,5) 17 (51,5) 33
Tamanho do tumor 0,210 0,999
Maior que 4cm 13 (76,5) 4 (23,5) 17 8(47,1) 9 (52,9) 17
o Nao 36 (85,7) 6 (14,3) 42 21 (50,0) 21 (50,0) 42
Recidiva 0,999 0,704
Sim 7 (87,5) 1(12,5) 8 3(37,5) 5(62,5) 8
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Tabela 6 - Analise da associacao das proteinas AKT fosforilada e mTOR fosforilado com as variaveis clinico-patolégicas
nas amostras de adenoma pleomoérfico

Caracteristica Clinico- Categoria AKT fosforilada mTOR fosforilada
patoldgicas Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value
Feminino 20 (62,5) 12 (37,5) 32 25(78,1) 7(21,9) 32
Sexo 0,765 0,730
Masculino 10 (55,6) 8 (44,4) 18 15 (83,3) 3(16,7) 18
Até 40 anos 13 (52,0) 12 (48,0) 25 21 (84,0) 4 (16,0) 25
Idade 0,387 0,725
Acima de 40 anos 17 (68,0) 8 (32,0) 25 19 (76,0) 6 (24,0) 25
Branco 17 (70,8) 7(29,2) 24 17 (70,8) 7 (29,2) 24
Raca 0,372 0,290
Nao-branco 3 (50,0) 3 (50,0) 6 6 (100,0) 0(0,0)
Submandibular 5 (55,6) 4 (44 ,4) 9 7(77,8) 2(22,2)
) Palato 2(66,7) 1(33,3) 3 2 (66,7) 1(33,3)
Localiza¢&o tumoral ] 0,818 0,918
Parétida 22 (62,9) 13 (37,1) 35 28 (80,0) 7 (20,0) 35
Outros 1(33,3) 2 (66,7) 3 3(100,0) 0(0,0) 3
Menor que 4cm 18 (54,5) 15 (45,5) 33 26 (78,8) 7(21,2) 33
Tamanho do tumor 0,365 0,999
Maior que 4cm 12 (70,6) 5(294) 17 14 (82,4) 3(17,6) 17
o Nao 25 (59,5) 17 (40,5) 42 34 (81,0) 8 (19,0) 42
Recidiva 0,999 0,653
Sim 5(62,5) 3(37,5) 8 6 (75,0) 2 (25,0) 8
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Tabela 7 - Andlise da associagdo das proteinas B-Raf e MEK-1 fosforilada com as variaveis clinico-patolégicas nas

amostras de adenoma pleomorfico

Caracteristica Clinico- Categoria B-Raf MEK-1 fosforilada
patoldgicas Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value
Feminino 24 (75,0) 8 (25,0) 32 13 (40,6) 19 (59,4) 32
Sexo 0,295 0,999
Masculino 16 (88,9) 2(11,1) 18 8 (44,4) 10 (55,6) 18
Até 40 anos 23 (92,0) 2 (8,0) 25 14 (56,0) 11 (44,0) 25
Idade 0,074 0,085
Acima de 40 anos 17 (68,0) 8 (32,0) 25 7 (28,0) 18 (72,0) 25
Branco 19 (79,2) 5(20,8) 24 9 (37,5) 15 (62,5) 24
Raca 0,553 0,999
N&o-branco 6 (100,0) 0 (0,0) 2 (33,3) 4 (66,7)
Submandibular 8 (88,9) 1(11,1) 4 (44,4) 5 (55,6)
. Palato 3 (100,0) 0 (0,0) 2 (66,7) 1(33,3)
Localizag&o tumoral . 0,776 0,683
Parotida 26 (74,3) 9 (25,7) 35 13 (37,1) 22 (62,9) 35
Outros 3 (100,0) 0 (0,0) 3 2 (66,7) 1(33,3) 3
Menor que 4cm 28 (84,8) 5(15,2) 33 17 (51,5) 16 (48,5) 33
Tamanho do tumor 0,277 0,075
Maior que 4cm 12 (70,6) 5(29,4) 17 4 (23,5) 13 (76,5) 17
Nao 35 (83,3) 7(16,7) 42 16 (38,1) 26 (61,9) 42
Recidiva 0,331 0,255
Sim 5(62,5) 3(37,5) 8 5(62,5) 3(37,5) 8
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Tabela 8 - Analise da associacao da proteina MEK-2 fosforilada com as variaveis clinico-patolégicas nas amostras de

adenoma pleomorfico

Caracteristica Clinico- Categoria MEK-2 fosforilada - Citoplasma MEK-2 fosforilada — Nucleo
patologicas Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value
Feminino 16 (50,0) 16 (50,0) 32 15 (46,9) 17 (53,1) 32
Sexo 0,774 0,999
Masculino 8 (44,4) 10 (55,6) 18 9 (50,0) 9 (50,0) 18
Até 40 anos 13 (52,0) 12 (48,0) 25 14 (56,0) 11 (44,0) 25
Idade 0,778 0,396
Acima de 40 anos 11 (44,0) 14 (56,0) 25 10 (40,0) 15 (60,0) 25
Branco 12 (50,0) 12 (50,0) 24 14 (58,3) 10 (41,7) 24
Raca 0,657 0,999
N&o-branco 4 (66,7) 2(33,3) 6 3(50,0) 3 (50,0) 6
Submandibular 6 (66,7) 3(33,3) 8 (88,9) 1(11,1)
) Palato 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0,0) 3(100,0)
Localizag&o tumoral 0,232 0,011
Parétida 16 (45,7) 19 (54,3) 35 15 (42,9) 20 (57,1) 35
Outros 0(0,0) 3 (100,0) 3 1(33,3) 2 (66,7) 3
Menor que 4cm 18 (54,5) 15 (45,5) 33 16 (48,5) 17 (51,5) 33
Tamanho do tumor 0,242 0,999
Maior que 4cm 6 (35,3) 11 (64,7) 17 8 (47,1) 9 (52,9) 17
o Nao 21 (50,0) 21 (50,0) 42 22 (52,4) 20 (47,6) 42
Recidiva ) 0,704 0,250
Sim 3(37,5) 5(62,5) 8 2 (25,0) 6 (75,0) 8
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Tabela 9 - Analise da associagdo das proteinas c-Kit e PI3K beta com as variaveis clinico-patolégicas nas amostras de carcinoma

adenoide cistico:

Caracteristicas . c-Kit PI3K Beta

Clinica patolaicas Categoria Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value

Sexo Feminino 29 (96,7) 1(3,3) 30 0,999 7 (23,3) 23 (76,7) 30 0,228
Masculino 16 (94,1) 1(5,9) 17 1(5,9) 16 (94,1) 17

Idade Até 40 anos 14 (100,0) 0(0,0) 14 0,999 2(14,3) 12 (85,7) 14 0,999
Acima de 40 anos 31(93,9) 2(6,1) 33 6(18,2) 27 (81,8) 33

Raca Branco 25 (96,2) 1(3,8) 26 0,999 6 (23,1) 20 (76,9) 26 0,999
N&o-branco 6 (100,0) 0(0,0) 6 1(16,7) 5 (83,3) 6

Tabagismo Néo 1(3,4) 28 (96,6) 29 0,999 6 (20,7) 23 (79,3) 29 0,691
Sim 15 (93,8) 1(6,3) 16 2(12,5) 14 (87,5) 16

Etilismo Néo 27 (96,4) 1(3,6) 28 0,999 7 (25,0) 21 (75,0) 28 0,233
Sim 13 (92,9) 1(7,1) 14 1(7,1) 13 (92,9) 14
Paroétida 11 (100,0) 0(0,0) 11 1(9,1) 10 (90,9( 11

Localizagdo tumoral Submandibular 15 (93,8) 1(6,3) 16 0,674 4 (25,0) 12 (75,0) 16 0.649
Palato 8 (88,9) 1(11,1) 9 2(22,2) 7(77,8) 9
Outros 11 (100,0) 0(0,0) 11 1(9,1) 10 (90,9) 11

Tamanho do tumor Menor que 4cm 25 (96,2) 1(3,8) 26 0,999 4 (154) 22 (84,6) 26 0,713
Maior que 4cm 19 (95,0) 1(5,0) 20 4 (20,0) 16 (80,0) 20
Cribriforme 20 (100,0) 0(0,0) 20 2(10,0) 18 (90,0) 20
Tubular 4 (100,0) 0(0,0) 4 1(25,0) 3 (75,0) 4

Tipo histolégico o Sélido 6 (85,7) 1(14,3) 7 0,072 3 (42,9) 4 (57,1) 7 0.357
Cribriforme e tubular 6 (100,0) 0(0,0) 6 2(33,3) 4 (66,7) 6
Cribriforme e solido 1(50,0) 1(50,0) 2 0(0,0) 2(100,0) 2
Cribriforme, tubular e solido 3 (100,0) 0(0,0) 3 0(0,0) 3(100,0) 3

Invasio Vascular fo?xo 26 (96,3) 1(3,7) 27 0,999 5(18,5) 22 (81,5) 27 0,615
Sim 7 (100,0) 0(0,0) 7 2 (28,6) 5(71,4) 7

Invasé&o Perineural Né&o 11(91,7) 1(8,3) 12 0,324 1(8,3) 11(91,7) 12 0,389
Sim 25 (100,0) 0(0,0) 25 6 (24,0) 19 (76,0) 25

Linfonodos acometidos N&o 31(96.,9) 13,1) 32 0,999 5(15.,6) 27 (84,4) 32 0,999
Sim 10 (100,0) 0(0,0) 10 1(10,0) 9 (90,0) 10

Recidiva N?o 31 (96,9) 1(3,1) 32 0,541 6 (18,8) 26 (81,3) 32 0,709
Sim 14 (93,3) 1(6,7) 15 2(13,3) 13 (86,7) 15

Metastase Néo 17 (94,4) 1(5,6) 18 0,999 3(16,7) 15 (83,3) 18 0,999
Sim 28 (96,6) 1(3,4) 29 24 (82,8) 5(17,2) 29
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Tabela 10 - Analise da associagdo das proteinas AKT fosforilada e mTOR fosforilada com as variaveis clinico-patolégicas nas amostras
de carcinoma adenoide cistico:

Categoria AKT fosforilada mTOR fosforilado
Caracteristicas clinico- Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value
Feminino 1(367) 19 (63,3) 30 23 (76,7) 7 (23,3) 30
Sexo Masculino 2 (11,8) 15 (88,2) 17 0,094 12 (70,6) 5 (29,4) 17 0,733
Até 40 anos 3(21,4) 11 (78,6) 14 8 (57,1) 6 (42,9) 14
Idade Acima de 40 anos 10 (30,3) 23 (69,7) 33 0,726 27 (81,8) 6 (18,2) 33 0,140
Branco 9 (34.,6) 17 (65,4) 26 16 (61,5) 10 (38,5) 26
Raca N&o-branco 2 (33,3) 4 (66,7) 6 0,999 6 (100,0) 0(0,0) 6 0,142
. Nao 9 (31,0) 20 (69,0) 29 23 (79,3) 6 (20,7) 29
Tabagismo Sim 4 (25,0) 12 (75,0) 16 0,743 11 (68,8) 5 (31,3) 16 0,483
» N&o 11 (39,3) 17 (60,7) 28 22 (78,6) 6 (21,4) 28
Etilismo Sim 2 (14,3) 12 (85,7) 14 0,159 9 (64,3) 5 (35,7) 14 0,459
Parotida 2 (18,2) 9 (81,8) 11 10 (90,9) 1(9,1) 11
o Submandibular 6 (37.5) 10 (62,5) 16 11 (68,8) 5 (31,3) 16
Localizagdo tumoral Palato 3(33.3) 6 (66.7) 9 0,599 7(77.8) 2 (22.2) 9 0,505
Outros 2 (18,2) 9 (81,8) 11 7 (63,6) 4 (36,4) 11
Menor que 4cm 6 (23,1) 20 (76,9) 26 20 (76.9) 6 (23,1) 26
Tamanho do tumor Maior que 4cm 7 (35,0) 13 (65,0) 20 0,511 14 (70,0) 6 (30,0) 20 0,738
Cribriforme 6 (30,0) 14 (70,0) 20 15 (75,0) 5 (25,0) 20
Tubular 2 (50,0) 2 (50,0) 4 4(100,0) 0(0,0) 4
o Solido 0(0,0) 7 (100,0) 7 3 (42,9) 4 (57,1) 7
Tipo histologico Cribriforme e tubular 3 (50,0) 3 (50,0) 6 0,184 5 (83,3) 1(16,7) 6 0,202
Cribriforme e solido 1(50,0) 1(50,0) 2 2 (100,0) 0(0,0) 2
Cribriforme, tubular e solido 0(0,0) 3 (100,0) 3 1(33,3) 2 (66,7) 3
. Nao 7 (25,9) 20 (74,1) 27 21 (77.8) 6 (22,2) 27
Invasdo Vascular Sim 3 (42.9) 4 (57,1) 7 0,644 3 (42,9) 4 (57.1) 7 0,157
. N&o 2 (16,7) 10 (83,3) 12 9 (75,0) 3 (25,0) 12
Invasdo Perineural Sim 8 (32,0) 17 (68,0) 25 0,445 18 (72,0) 7 (28,0) 25 0,999
) . N&o 9 (28,1) 23 (71,9) 32 24 (75,0) 8 (25,0) 32
Linfonodos acometidos Sim 1(10.0) 9 (90,0) 10 0,404 7 (70.0) 3 (30.0) 10 0,999
- N&o 8 (25,0) 24 (75,0) 32 21 (65.6) 11(34,4) 32
Recidiva Sim 5 (33,3) 10 (66,7) 15 0,441 14 (93,3) 1(6,7) 15 0,071
) N&o 6 (33,3) 12 (66,7) 18 15 (83,3) 3 (16,7) 18
Metastase Sim 7 (24,1) 22 (75.,9) 29 0,521 20 (69,0) 9 (31,0) 29 0,324
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Tabela 11 - Analise da associagao das proteinas MEK-1 fosforilada e MEK-2 fosforilada com as variaveis clinico-patoldgicas nas amostras
de carcinoma adenoide cistico

Mek-1 fosforilada

Mek-2 fosforilada

Caracteristicas clinico- Categoria
- Positivo Negativo Total p-value Positivo Negativo Total p-value
patolégicas

Sexo Feminino 6 (20,0) 24 (80,0) 30 0,176 17 (56,7) 13 (43,3) 30 0,759
Masculino 7 (41,2) 10 (58,8) 17 11 (56,7) 6 (35,3) 17

|dade Até 40 anos 4 (28,6) 10 (71,4) 14 0,999 11 (78,6) 3(21,4) 14 0,111
Acima de 40 anos 9 (27,3) 24 (72,7) 33 17 (51,5) 16 (48,5) 33

Raca Branco 6 (23,1) 20 (76,9) 26 0,060 17 (65,4) 9 (34,6) 26 0,150
Nao-branco 4 (66,7) 2 (33,3) 6 6 (100,0) 0(0,0) 6

Tabagismo Nao 6 (20,7) 23 (79,3) 29 0,169 15 (51,7) 14 (48,3) 29 0,204
Sim 7 (43,8) 9 (56,3) 16 12 (75,0) 4 (25,0) 16

Etilismo Nao 8 (28,6) 20 (71,4) 28 0,999 16 (57,1) 12 (42,9) 28 0,747
Sim 4 (28,6) 10 (71,4) 14 9 (64,3) 5(35,7) 14
Parétida 1(9,1) 10 (90,9) 11 4 (36,4) 7 (63,6) 11

Loca|izagéo tumoral Submandibular 7 (43,8) 9 (56,3) 16 0,073 9 (56,3) 7 (43,8) 16 0.023
Palato 4 (44,4) 5 (55,6) 9 9 (100,0) 0(0,0) 9
Outos 1(9,1) 10 (90,9) 11 6 (54,5) 5(45,5) 11

Tamanho do tumor Menor que 4cm 4 (15,4) 22 (84,6) 26 0’046 16 (61 ,5) 10 (38,5) 26 0,999
Maior que 4cm 9 (45,0) 11 (55,0) 20 12 (60,0) 8 (40,0) 20
Cribriforme 5(25,0) 15 (75,0) 20 14 (70,0) 6 (30,0) 20
Tubular 1(25,0) 3(75,0) 4 2 (50,0) 2 (50,0) 4

Tipo histolégico Sdlido 1(14,3) 6(85,7) 7 0,283 4(57,1) 3(42,9) 7 0,915
Cribriforme e tubular 2 (33,3) 4 (66,7) 6 4 (66,7) 2(33,3) 6
Cribriforme e sélido 2 (100,0) 0(0,0) 2 2(100,0) 0(0,0) 2
Cribriforme, tubular e sélido 0(0,0) 3 (100,0) 3 2 (66,7) 1(33,3) 3

Invasao Vascular Nao 6 (22,2) 21 (77,8) 27 0,157 19 (70,4) 8 (29,6) 27 0,644
Sim 4 (57,1) 3(42,9) 7 6 (85,7) 1(14,3) 7

Invasdo Perineural Nao 3(25,0) 9 (75,0) 12 0,999 7(58,3) 5 (41,7) 12 0,468
Sim 7 (28,0) 18 (72,0) 25 18 (72,0) 7 (28,0) 25

Linfonodos acometidos Nao 11(34,4) 21 (65,6) 32 0,041 19 (59,4) 13 (40,6) 32 0,720
Sim 0(0,0) 10 (100,0) 10 5 (50,0) 5 (50,0) 10

Recidiva Nao 7(21,9) 25(78,1) 32 0,295 19 (59,4) 13 (40,6) 32 0,999
Sim 6 (40,0) 9 (60,0) 15 9 (60,0) 6 (40,0) 15

Metéstase Nao 5(27,8) 13 (72,2) 18 0,999 12 (66,7) 6 (33,3) 18 0,546
Sim 8 (27,6) 21 (72,4) 29 16 (55,2) 13 (44,8) 29
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4.1.5 Andlise de sobrevida cancer-especifica (SCE)

A sobrevida cancer especifica (SCE) dos pacientes portadores de
carcinoma adenoide cistico das glandulas salivares incluidos no presente
estudo foi de 75,2% apés dois anos do diagnéstico; 53,8% apds cinco anos

e 30,7% apds 10 anos, como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15 - Sobrevida cancer-especifica dos pacientes com carcinoma

adenoide cistico das glandulas salivares avaliados na presente série

A taxa de Sobrevida Céancer Especifica (SCE) da populagao estudada
foi determinada para cada um dos marcadores estudados. Sendo assim, os
pacientes, cujos tumores expressaram as proteinas mTOR e MEK-2
fosforilada apresentaram SCE significativamente aumentada (p=0,040 e

p=0,005, respectivamente), conforme apresentado na Tabela 13 e na Figura
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16. As outras proteinas nao apresentaram associagdes estatisticamente

significativas.

Tabela 12 - Correlacdo entre a sobrevida cancer-especifica e variaveis
imunoistoquimicas dos casos de carcinoma adenoide cistico das glandulas

salivares

Proteinas Estudadas Categoria

Sobrevida Cancer-especifica

2 anos 5 anos 10 anos p-value
PI3K- Beta Expresso 87,5 % 72,9% 24,3% 0.962
N&o-Expresso 71,4% 48,0% 32,9%
0, 0, o]
AKT fosforilada Expresso 88,9% 74,1% 44,4% 0,131
Nao-Expresso 64,8% 44,0% 23,5%
0, 0, 0,
mTOR fosforilada Expresso 79,1% 60,9% 44,4% 0,040
Nao-Expresso 66,7% 41, 7% 0,0%
0, 0, 0,
MEK-1 fosforilada Expresso 90,0% 49,2% 49,2% 0614
Nao-Expresso 69,2% 54,0% 24,3%
0, 0, 0,
MEK-2 fosforilada Expresso 85.2% 651%  47.4% 4005
Nao-Expresso 51,1% 25,6% 0,0%
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Figura 16 - Curvas de sobrevida cancer especifica de pacientes portadores de

carcinoma adenoide cistico de acordo com marcadores imunoistoquimicos

estudados com diferenga estatisticamente significativa: (A) mTOR (p=0,040);

(B) MEK-2 fosforilada (p=0,005).
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4.2 miRNA

4.2.1 Adenoma Pleomorfico

Para a analise de expressdo dos miRNAs foram selecionados 25
(vinte e cinco) casos com diagndstico confirmado de adenoma pleomorfico.
Esses casos foram provenientes de tecido congelado disponiveis no Banco

de Tumores deste do A.C.Camargo Céancer Center.

4.2.1.1 Dados clinico-demograficos

Os casos de adenoma pleomdrfico incluidos no estudo acometeram
19 mulheres e 6 homens de idades que variaram entre 24 e 84 anos de
idade, com maior incidéncia durante as 3% e 6° décadas de vida (média de
idade de 48,3). Dos 25 casos, apenas 1 acometeu um individuo de raga
amarela, sendo os outro acometidos por individuos brancos. O tumor foi
mais frequente na parotida, (24 casos), seguida de 1 (um) caso na cavidade
oral/ Palato. O tamanho dos adenomas pleomorficos operados variou de
tumores com até 4cm no maior eixo (23 casos) e tumores acima de 4cm no
seu maior eixo (2 casos). Apenas 2 casos de adenoma pleomorfico
recidivaram (8% dos casos), sendo que todos acometeram mulheres (Tabela

13).
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Tabela 13 - Caracteristicas Clinico-Demograficas dos pacientes portadores de
adenoma pleomorfico.

Dados Clinicos-Demograficos Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
19 (76%) 6 (24%) 25 (100)

Idade

Até 40 anos 8 (32,0) 2 (8,0) 10 (40,0)

Acima de 40 anos 11 (44,0) 4 (16,0) 15 (60,0)

Raca

Branco 18 (72,0) 6 (24,0) 24 (96,0)

Nao branco 1(4,0) 0 (0,0) 1(4,0)

Localizacéo

Parétida 18 (72,0) 6 (24,0) 24 (96,0)

Palato 1(4,0) 0(0,0) 1(4,0)

Tamanho

Eixo menor que 4,0 cm 17 (68,0) 6 (24,0) 23 (92,0)

Eixo maior que 4,0 cm 2 (8,0) 0(0,0) 2 (8,0)

Recidiva

Parétida 2 (100) 0(0,0) 2 (100)

Palato 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)

Total 2(100) 0 (0,0) 2 (100)

4.2.2 Carcinoma Adenoide Cistico

Para a analise de expressdo dos miRNAs foram selecionados 14
(quatorze) casos com diagnéstico confirmado de carcinoma adenoide cistico,
provenientes de tecido congelado disponiveis no Banco de Tumores do AC

Camargo Cancer Center.

4.2.2.1 Dados clinico-demograficos
Os casos de carcinoma adenoide cistico incluidos no estudo
acometeram 6 mulheres e 8 homens de idades que variaram entre 20 e 88

anos de idade, com maior incidéncia durante as 3% e acima da 6° de vida
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(média de idade de 52,2). O tumor foi mais frequente nas glandulas salivares
maiores e menores, sendo o palato, o sitio mais frequente. O tamanho dos
carcinomas adenoide cistico operados variou de tumores com até 4cm no
maior eixo (11 casos) e tumores acima de 4cm no seu maior €ixo (3 casos).
O tipo histolégico mais frequente foi o cribriforme, porém, ndo obtivemos
informacdo de 4 casos. Houve invasdo vascular em apenas 3 casos e
invasao perineural em 8 casos. Metade dos pacientes (7 casos) da nossa
casuistica nao tiveram seus linfonodos acometidos e o tratamento mais
utilizado foi a radioterapia adjuvante (13 casos).

Do total de casos, 4 casos de carcinoma adenoide cistico recidivaram
(28,6% dos casos): estes casos acometeram 1 mulher e 3 homens. Além
disso, 7 pacientes (50,0%) desenvolveram metastase, sendo 3 mulheres e 4
homens e a todas no pulméo. Do total de pacientes, 2 (14,3%) foram a ébito

devido a doenga (Tabela 14).
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Tabela 14 - Caracteristicas Clinico-Demograficas dos pacientes portadores
de carcinoma adenoide cistico

Dados Clinicos- Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
6 (42,9) 8 (57,1) 14 (100)
Idade
Até 40 anos 1(7,1) 3(21,4) 4 (28,6)
Acima de 40 anos 5(35,7) 5(35,7) 10 (71,4)
Raca
Branco 3(214) 6 (42,9) 9 (64,3)
Nao Branco 2 (14,3) 2 (14,3) 4 (28,6)
Ignorado 1(7,1) 0(0,0) 1(7,1)
Etilista
Sim 0(0,0) 2 (14,3) 2 (14,3)
Nao 3(21,4) 4 (28,6) 7 (50,0)
Ignorado 3(214) 2 (14,3) 5(35,7)
Tabagista
Sim 1(7,14) 3(21,42) 4 (28,6)
Nao 4 (28,57) 4 (28,57) 8 (57,1)
Ign 1(7,14) 1(7,14) 2 (14,3)
Localizagao tumoral
Paroétida 1(7,1) 0(0,0) 1(7,1)
Submandibular 0(0,0) 2 (14,3) 2 (14,3)
Palato 2 (14,3) 2 (14,3) 4 (28,6)
Outro 3(214) 4 (28,6) 7 (50,0)
Tamanho
Eixo menor que 4,0 cm 5(35,7) 6 (42,9) 11 (78,6)
Eixo maior que 4,0 cm 1(7,1) 2 (14,3) 3(21,4)
Tipo Histoldgico
Cribriforme 0(0,0) 5(35,7) 5(35,7)
Tubular 1(7,1) 0(0,0) 1(7,1)
Solido 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Cribriforme e tubular 1(7,14) 1(7,14) 2 (14,3)
Cribriforme, Tubular e Sélido 1(7,14) 1(7,14) 2 (14,3)
Ignorado 3(21,42) 1(7,14) 4 (28,6)
Invaséo vascular
Sim 0(0,0) 3(21,4) 3(21,4)
Nao 5(35,71) 6 (42,85) 11 (78,6)
Invaséo Perineural
Sim 4 (28,57) 4 (28,57) 8 (57,1)
Nao 1(7,1) 4 (28,6) 5(35,7)
Ignorado 1(7,1) 0 (0,0) 1(7,1)
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Dados Clinicos- Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
Linfonodos Acometidos

Sim 1(7,1) 2 (14,3) 3(21,4)
Nao 3(21,42) 4 (28,57) 7 (50,0)
Ignorado 1(7,14) 3(21,42) 4 (28,6)
Tratamento

Quimioterapia adjuvante 0(0,0) 1(7,1) 1(7,1)
Radioterapia Adjuvante 5(35,71) 8 (57,14) 13 (92,9)
Recidiva 1(33,3) 2 (66,7) 3 (100)
Metastase 3(42,9) 4 (57,1) 7 (100)
Local Metastase

Pulméo 3(42,9) 4 (57,1) 7 (100)
Outro 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Obito 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100)

4.2.3 Extracdo de RNA

O RNA foi extraido das 25 amostras de adenoma pleomorfico, 14
amostras de carcinoma adenoide cistico e 10 amostras de glandula salivar
nao neoplasica, provenientes de tecidos congelados. Apds a extragédo foi
realizado o tratamento do RNA com DNase e em seguida, submetido a
quantificacdo por espectrofotometria no aparelho Nanodrop ™ ND (Thermo

Scientific) (Tabela 15):
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Tabela 15 - Resultados da leitura espectrofotométrica do RNA extraido apds
tratamento com DNAse: quantificagdo das amostras de RNA total
provenientes de pacientes com CAC e AP

Sample ID ng/ul 260/280 260/230
1T CAC 86,93 2,01 2,19
2T CAC 101,25 2,01 2,20
3T CAC 80,93 1,97 2,21
4T CAC 74,74 2,05 2,09
5T CAC 95,66 1,96 2,04
6T CAC 65,45 2,00 1,92
7T CAC 79,62 2,03 2,17
8T CAC 66,83 1,99 1,87
9T CAC 131,33 2,03 2,14
10T CAC 143,29 2,02 2,17
11T CAC 71,13 1,98 2,20
12T CAC 25,43 1,96 1,91
13T CAC 60,73 1,98 1,99
14T CAC 24,20 2,14 2,15

1AP 93,27 2,03 1,89
2 AP 86,13 2,07 1,90
3 AP 154,82 2,01 2,02
4 AP 75,57 2,06 2,05
5 AP 78,30 2,10 2,05
6 AP 30,47 2,16 1,84
7 AP 119,13 1,98 2,05
8 AP 143,12 2,01 1,91
9 AP 141,73 2,05 2,02
10 AP 60,73 1,98 2,12
11 AP 54,37 1,98 2,25
12 AP 109,84 2,07 1,89
13 AP 48,40 2,01 1,90
14 AP 68,22 2,01 1,93
15 AP 112,67 2,04 1,96
16 AP 69,73 1,98 1,78
17 AP 42,25 2,10 2,02
18 AP 140,39 2,03 2,20

19 AP 44,00 2,03 2,18
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Cont/ Tabela 15

Sample ID ng/ul 260/280 260/230
20 AP 35,01 2,04 1,94
21 AP 41,29 1,97 1,36
22 AP 85,92 2,00 1,92
23 AP 54,33 1,90 1,56
24 AP 32,33 2,07 2,26
25 AP 79,57 2,01 2,10

1IN normal 90,21 2,00 1,88

2N normal 102,24 1,94 1,85

3N normal 73,34 1,99 1,85

4N normal 45,44 1,90 2,02

5N normal 67,31 1,95 2,08

6N normal 44 21 1,89 2,20

7N normal 84,14 1,88 1,82

8N normal 62,24 1,80 1,72

9N normal 63,50 1,91 1,88

10N normal 70,08 1,96 2,09

4.2.4 Sintese do cDNA
A reacdo de sintese do cDNA foi realizada de acordo com os
procedimentos recomendados no manual do “kit” TagMan MicroRNA RT

Reverse Transcription (Applied Biosystems).

4.2.5 Amplificacdo do cDNA e andlise da expressao de microRNAs

O cDNA das 25 amostras de adenoma pleomorfico e das 14 amostras
de carcinoma adenoide cistico foi sintetizado e a expressao dos microRNAs
-221 e -222 foi avaliada por RT-PCR em tempo real, utilizando RNU44 e
RNU48 como controle enddégeno e o pool de amostras normais como

calibrador.
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Para determinarmos o padrdao de expressdao dos miRNAs, foi
estabelecido um cut-off de 2 vezes em relacdo a expressdo destes
microRNAs no tecido normal (22,0 para o aumento de expressao e <0,5 para
a diminuicao da expressao e o intervalo entre 0,5 a 2,0 para a expressao
normal).

Os resultados das analises sdo mostrados nas Tabelas a seguir:

4.2.5.1 miRNA-221

Foi detectada a expressdo do miRNA-221 em 13 amostras de
carcinoma adenoide cistico e em 19 amostras de adenoma pleomorfico das
glandulas salivares. Nos carcinomas adenoide cisticos foi observada a
diminuicdo da expressdao de miRNA-221 em 4 (30,77%) das 13 amostras
avaliadas, a expressdo normal foi observada em 5 casos (38,46%) e o
aumento da expressao foi encontrado em 4 (30,77%).

Ja nos adenomas pleomorficos, a diminuicdo da expressao do miR-
221 foi observado em 7 (36,84%) das 19 amostras analisadas, a expressao
normal em 10 amostras (52,63%) e o aumento da expressao em 2 amostras

(10,53%) (Tabela 16 e Figura 17):
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Tabela 16 - Expressao do miRNA-221 nos tumores de glandula salivar
estudados

Tipo Histoldgico Total Baixa expresséo Expresséao Alta expressao
(miR-221) (%) (%) normal (%) (%)
Carcinoma adenoide 13 (100) 4 (30,77) 5 (38,46) 4 (30,77)
cistico
Adenoma pleomorfico 19 (100) 7 (36,84) 10 (52,63) 2 (10,53)
20
18 miR- 221
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14 Alta Expressio
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10 E Expressido Normal
8
6 . H Baixa Expressao
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Figura 17 - Expressdo do miRNA-221 nos tumores de glandula salivar

estudados. A expresséo relativa foi calculada por RT-PCR em tempo real e normalizada
pela expressdo do RNU44 e RNU48 (small nucleolar RNA utilizado como referéncia). As
barras representam o numero de casos com expressao aumentada, diminuida ou normal de
cada tipo tumoral, considerando a expressdo observada nas 10 amostras de glandula
salivar ndo neoplasicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuigdo da expressao,
quando a expressao no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relagdo a expressao

no tecido ndo-neoplasico.



75

4.2.5.2 miR-222

Foi detectada a expressdo do miRNA-222 em 14 amostras de
carcinoma adenoide cistico e em 22 amostras de adenoma pleomérfico. Foi
observada a diminuicdo da expressao do miR-222 em 4 (28,6%) das 14
amostras analisadas de carcinoma adenoide cistico. A expressao normal foi
visualizada em 8 casos (57,1%) e a alta expressao em 2 amostras (14,3%).

Porém nos adenomas pleomorficos, a baixa expressao foi observada
em 7 (31,8%) das 22 amostras avaliadas, a expressao normal também foi
visualizada em 7 das amostras (31,8%) e em 8 amostras (36,4%) observou-
se 0 aumento da expressido de miR-222, como demonstrado na Tabela 17 e

Figura 18.

Tabela 17 - Expressdao do miRNA-222 nos tumores de glandula salivar
estudados

Tipo Histolégico Total Baixa Expresséo Alta expresséao
(miR-222) (%) expresséao (%) normal (%) (%)
Carcinoma adenoide 14 (100) 4 (28,6) 8 (57,1) 2 (14,3)
cistico

Adenoma pleomorfico 22 (100) 7 (31,8) 7 (31,8) 8 (36,4)
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Figura 18 - Expressdao do miRNA-222 nos tumores de glandula salivar

estudados. A expressao relativa foi calculada por RT-PCR em tempo real e normalizada

pela expressao do RNU44 e RNU48 (small nucleolar RNA utilizado como referéncia). As
barras representam o numero de casos com expressao aumentada, diminuida ou normal de
cada tipo tumoral, considerando a expressdo observada nas 10 amostras de glandula
salivar ndo neoplasicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminui¢do da expressao,
quando a expressao no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relagdo a expressao

no tecido nao-neoplasico.

De oito dos 25 casos de adenoma pleomorfico e 5 dos 14 casos de
carcinoma adenoide cistico avaliados para a expressdo dos microRNAs -221
e -222, também estava disponivel material emblocado em parafina, que foi
utilizado para a analise da expressao da proteina c-Kit, alvo dos microRNAs
estudados. Como resultado dessa analise, podemos observar uma
tendéncia no aumento da expressao dos miRNAs, principalmente do miRNA-
222 quando ha uma diminuicdo na expressao da proteina c-Kit. Esses dados

constam descritos no Quadro 2.
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Quadro 2 - Comparagao da expressao dos microRNAs 221 e 222 e da
proteina c-kit

Adenoma Pleomdrfico

Amostra Proteina c-Kit miR-221 miR-222
#1 Ausente Nao expresso Aumento
#2 Focal Nao expresso Normal

#3 Ausente Normal Diminuigcéao
#4 Focal Normal Normal

#5 Ausente Normal Aumento
#6 Ausente Normal Aumento
#7 Focal Nao expresso Aumento
#8 Ausente Normal Aumento

Carcinoma Adenoide Cistico

#1 Ausente Diminuigao Diminuicao
#2 Presente Normal Normal

#3 Focal Diminuicao Normal

#4 Presente Normal Aumento
#5 Focal Aumento Aumento

4.2.6 Analise de associacdo dos miRNAs com as variaveis clinico-
demograficas

A analise de associacido foi realizada utilizando o teste estatistico
exato de Fisher. Na analise da categoria tabagistas X ndo tabagistas do
grupo dos carcinomas adenoide cisticos, foram observados que, dos 8
pacientes néo tabagistas, 5 (62,5%) deles, apresentaram expressao normal
do miRNA-221. Ja no grupo dos tabagistas (n=3), nenhum deles apresentou
expressdo normal desse mesmo mMIiRNA, havendo uma associagao
estatisticamente, onde p<0,048. Na analise da categoria raga do CAC, foram

observados que dos 9 pacientes classificados como brancos, 5 (38%)
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apresentaram a expressao do miRNA-222 normal e apenas 2 dos nao
brancos (n=4) apresentaram esse mesmo miRNA normal, havendo também
uma associacao estatistica, onde p<0,05.

No entanto, apesar desses dados serem considerados
estatisticamente significativos, esses resultados devem ser avaliados com
cautela devido ao numero reduzido da amostra (raga n=13 e tabagista n=12)
(Tabela 19).

As demais variaveis clinico-patolégicas avaliadas ndo apresentaram
associagdes estatisticamente significativas com os miRNAs do presente

estudo (Tabela 18).



Tabela 18 - Analise da associacdo dos miRNAs com as variaveis clinico-patolégicas nas amostras de adenoma
pleomorfico
miR-221 miR-222
Caracteristicas Baixa Expresséo Alta Baixa Expresséo Alta
o ) ) Total p-value Total p-value
Clinico patolégicas Categoria Expresséo Normal expresséo expressao normal Expresséo
Feminino 5(35,7) 7 (50,0) 2 (14,3) 14 5(29,4) 5(29,4) 7 (41,2) 17
Sexo 0.798 0.687
Masculino 3 (60,0) 2 (40,0) 0(0,0) 5 2 (40,0) 2 (40,0) 1(20,0) 5
Até 40 anos 4 (50.0) 2 (25,0) 2 (25,0) 8 4 (44,4) 2(22,2) 3(33,3) 9
Idade 0,337 0,889
Acima de 40 anos 4 (36,4) 7 (63,6) 0(0,0) 11 3(23,1) 5(38,5) 5(38,5) 13
Branco 8 (44,4) 8 (44,4) 2(11,1) 18 7 (33,3) 6 (28,6) 8 (38,1) 21
Raca 0,999 0,636
Nao-branco 0 (0,0) 1(100) 0(0,0) 1 0(0,0) 1(100,0) 0 (0,0) 1
) Palato 0 (0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1
Localizag&@o tumoral 1,000 0.636
Parétida 8 (44,4) 8 (44,4) 2(11,1) 18 7 (33,3) 6 (28,6) 8 (38,1) 21
Menor que 4cm 7 (38,9) 9 (50,0) 2(11,1) 18 6 (28,6) 7 (33,3) 8 (38,1) 21
Tamanho do tumor 0,526 0,636
Maior que 4cm 1(100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1 1(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1
Nao 8 (421 9 (474 2(10,5 19 7 (35,0 6 (30,0 7 (35,0 20
Recidiva ( ) ( ) ( ) * ( ) ( ) ( ) 0,999
Sim 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 0(0,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 2

*A variavel é constante. Nao ha outra categoria
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Tabela 19 - Analise da associagao dos miRNAs com as variaveis clinico-patolégicas nas amostras de carcinoma adenoide

cistico
Caracteristicas Clinico- miR-221 miR-222
patoldgicas Categoria Baixa Expresséo Alta Total  p-value Baixa Expresséo Alta Total p-value
Feminino 2(333) 2(333) 2(333) 6 2 (33,3) 2 (33,3) 2 (33,3) 6
Sexo Masculino 2(286) 3(428)  2(286) 19 0940 | 5 25,0 6 (75.0) 0(0,0) 8 0.152
Até 40 anos 0(0.0)  2(50,00  2(50,0) 4 1(25,0) 3 (75,0) 0(0,0) 4
Idade Acima de 40 anos 4(444) 3(333) 2(222) 9 0.398 | 5 300) 5 (50,0) 2 (20,0) 10 0,941
Branco 4444  3(333) 2(222) 9 4 (44,4 5 (55,6) 0 (0,0) 9
Raga N&o-branco 000,00 2(66,7) 1(333) 3 0.545 1 510.0) 2 (50,0) 2 (50,0) 4 0.050
) N&o 0(0,0)  5(625)  3(37.5) 8 2 (25,0) 4 (50,0) 2 (25,0) 8
Tabagismo Sim 2(66,7) 0(0,0)  1(333) 3 0.048 | 1 25.0) 3 (75,0) 0(0,0) 4 0,745
” No 1(143)  4(571)  2(286) 7 2 (28,6) 4 (57.1) 1(14.3) 7
Etilismo Sim 0(0,0) 0(0,0)  1(100,0) 1 0.500 15 0.0) 2 (100,0) 0(0,0) 2 0,999
Parotida 0(0,0) 1(100,0) _ 0(0,0) 1 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1
o Submandibular 2(100,0)  0(0,0) 0(0,0) 2 0 (0,0) 2 (100,0) 0(0,0) 2
Localizagao tumoral Palato 1(250) 1(250)  2(50,0) 4 0.576 | 1 (25.0) 3 (75,0) 0(0,0) 4 0.635
Outos 1(167)  3(50,0) 2 (333) 6 1(5.3) 10(52.6) 8 (42.1) 19
Menor que 4cm 2(20,0)  4(40,0) 4 (40,0) 10 3 (27.3) 6 (54,5) 2(18,2) 11
Tamanho do tumor Maior que 4cm 2(667) 1(333)  0(0,0) 3 0,441 1 1 (33.3) 2 (66,7) 0(0,0) 3 0,999
Cribriforme 1(200)  3(60,0) 1 (20,0) 5 2 (40,0) 3 (60,0) 0(0,0) 5
o Tubular 0(0,00 1(100,0)  0(0,0) 1 0(0,0) 0(0,0) 1(100) 1
Tipo histologico Cribriforme e tubular 0(0,0) 1(50,0) 1 (50,0) 2 0,881 0(0,0) 2 (100,0) 0(0,0) 2 0,357
Cribriforme, tubular e sélido 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0) 1 0(0,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 2
- No 3(30,0) 3(30,0) 4 (40,0) 10 3 (27.3) 6 (54,5) 2(18,2) 11
Invasdo Vascular Sim 1(333) 2(66.7)  0(0,0) 3 0.720 | 1(333)  2(667) 0(0.0) 3 0,999
. N&o 000,00 2(50,00 2(50,0) 4 1(20,0) 4 (80,0) 0(0,0) 5
Invasdo Perineural Sim 3(375) 3(37.5)  2(250) 8 0.576 1 5 25.0) 4 (50,0) 2 (25,0) 8 0,739
) . Nao 3(2,9) 2(286)  2(286) 7 1(14.3) 6 (85,7) 0 (0,0) 7
Linfonodos acometidos Sim 0(0,0) 1(50.0) 1(50.0) 5 1,000 0(0,0) 1(33.3) 2 (66.7) 3 0,067
— N&o 2(222)  3(333) 4 (444 9 2 (20,0) 6 (60,0) 2 (20,0) 10
Recidiva Sim 2(50,0) 2(50,0)  0(0,0) 4 0,441 1 5 (50,0) 2 (50,0) 0(0,0) 4 0,552
) Nao 1(16,7)  2(33,3) 3 (50,0) 6 2 (28,6) 5 (71,4) 0(0,0) 7
Metastase Sim 3(429)  3(429)  1(1423) 7 0510 1 5 086)  3(429) 2 (28.6) 7 0,494
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4.2.7 Andélise de comparacdo dos miRNAS em relacdo & sobrevida dos
casos de carcinoma adenoide cistico
Considerando o numero reduzido de amostras, e desses, apenas 2

pacientes foram a obito, ndo foi possivel realizar a analise de sobrevida.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, foi avaliada a expressao das proteinas das vias
MAPK e PI3K/AKT, que sado ativadas pela ligagao do fator de células-tronco
(SCF) ao receptor tirosina quinase c-Kit. Além disso, foi avaliada a
expressdo dos microRNAs miR-221 e miR-222, dos quais, Kit € descrito
como alvo. A casuistica utilizada em nossa pesquisa, continha como modelo
biolégico o adenoma pleomorfico (AP) e o carcinoma adenoide cistico
(CAC), que representam neoplasia benigna e maligna das glandulas
salivares, respectivamente, e sdo provenientes do mesmo sitio de origem —
o ducto intercalar da glandula salivar (TETSU et al. 2010; ADELSTEIN et al.
2012; CARLSON et al. 2013). Ademais, nossa casuistica incluiu tumores
parafinados para a técnica de imunoistoquimica e tecido fresco/congelado
para a analise do miRNA.

Nossos casos de adenoma pleomdérfico mostraram caracteristicas
similares a estudos publicados na literatura cientifica. A maioria dos
pacientes avaliados nesse estudo era do sexo feminino, com mais de 40
anos e a localizagdo mais comum da neoplasia foi a glandula parétida
(MENDENHALL et al. 2008; ITO et al. 2009; EMODI et al. 2010). A
incidéncia de recorréncias do tumor foi de 16% dos casos parafinados
estudados, e 8% dos casos de tecido fresco estudados. Outros autores
mostram que o adenoma pleomoérfico € uma neoplasia com significativo

indice de recidivas, relatando uma porcentagem entre 20% e 45% (MOONIS
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et al. 2007; MENDENHALL et al. 2008). Do ponto de vista histopatoldgico, os
tumores analisados também seguiram o padréo ja bem descrito na literatura,
com células epiteliais e mioepiteliais sem atipia e intenso pleomorfismo
arquitetural (ELLIS e AUCLAIR 1995; ITO et al. 2009).

Em relacdo aos casos de carcinoma adenoide cistico, nossa
casuistica de tecido fresco/congelado mostrou igual distribuigdo em relagao
ao sexo. Ja nos casos de tumores conservados em parafina, houve maior
frequéncia no sexo feminino. Alguns estudos mostram igual distribuicdo em
relagdo ao sexo, enquanto outros relatam predilecao pelo sexo feminino
(NEVILLE et al. 1995; ELLIS e AUCLAIR 1996; TOMMASI e LIMA 2002;
REGEZ| et al. 2008). A maioria dos pacientes avaliados neste estudo,
tinham mais de 40 anos de idade e apresentaram variabilidade na
localizacdo tumoral. Dados da literatura também indicam essa idade de
ocorréncia e a variedade de sitios anatdbmicos acometidos por essa
neoplasia; entre as mais comuns estao a glandula parétida, submandibular e
as glandulas salivares menores (TOMMASI e LIMA 2002; KOKEMUELLER
et al. 2004; REGEZI et al. 2008).

A casuistica de carcinoma adenoide cistico da nossa pesquisa
corroborou as evidéncias de outros estudos publicados na literatura
cientifica. O sitio mais comumente afetado por metastases foi o pulméao,
seguido de ossos, figado e cérebro. A terapia foi a ressecgéao cirargica com
margem de seguranga e radiacdo pos-operatoria. Porém, terapia sistémica
eficaz ainda € um obstaculo para a melhoria dos resultados clinicos (CHEN

et al. 2007; CARLSON et al. 2008; TETSU et al. 2010; ADELSTEIN et al.
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2012; PHUCHAREON et al. 2014). Do ponto de vista histopatoldgico, os
CACs analisados também seguiram um padrao ja bem descrito na literatura:
presenca de células ductais e mioepiteliais provenientes dos ductos
intercalares. Foram observados os trés padrdes microscopicos: tubular,
cribriforme e sélido, sendo a variante cribriforme a mais prevalente (REGEZI
e BATSAKIS 1977; ELLIS e AUCLAIR 1996; ALVES et al. 2005; BELL e
HANNA 2012; PHUCHAREON et al. 2014).

O proto-oncogene c-kit € um receptor de tirosina quinase,
componente essencial da proliferacdo celular, diferenciacdo e devido a sua
funcao, tem sido associado a ocorréncia de metastases. Depois de ativado,
o c-kit induz diversas respostas intracelulares através de grandes cascatas
de sinalizagdo de vias como PI3K/AKT - phosphoinositide 3-Kinase/Protein
Kinase B e MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase (RAS - rat sarcoma
viral oncogene homolog, RAF - effector of Ras, MEK - MAP kinse-ERK
kinase e ERK- Extracellular Regulated Kinase). A mutagdo ou
superexpressao da proteina c-kit pode desorganizar o crescimento celular e
resultar na formagao de tumores, como tem sido relatado em diversos tipos
de neoplasias como gastrointestinais (GIST), tumores de pulméao, colorretal,
tumor de Ewing’'s, leucemias mieldide crénica, melanoma e tumores
epiteliais. A proteina c-kit pode ser expressa em tumores derivados de
tecidos que ja expressam o marcador, como por exemplo, neurofibromas,
melanoma; em alguns casos os tumores parecem adquirir a expressao deste

fator, como neoplasias do pulmao, carcinoma adenoide cistico e carcinoma
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do colon (LASOTA et al. 2000; MIETTINEN e LASOTA 2005; VILA et al.
2009; TANG 2010; TETSU et al. 2010; PHUCHAREON et al. 2014).

Em nossos casos de adenoma pleomérfico das glandulas salivares, a
expressao imunoistoquimica do c-kit foi detectada em células luminais,
similar ao observado no estudo imunoistoquimico realizado por
(ANDREADIS et al. 2006). Entretanto, também observamos células
mioepiteliais isoladas no estroma tumoral positivas para o marcador. Esse
resultado é intrigante, pois permanece por ser esclarecida a origem dessas
células isoladas.

Em relagdo aos casos de carcinoma adenoide cistico das glandulas
salivares, BELL e HANNA (2012) relataram que a maioria desses tumores
superexpressam c-kit, porém sua expressao € limitada as células epiteliais,
exatamente como evidenciou nosso estudo, onde foram observadas
positividade para c-kit somente nas células ductais. Porém o mecanismo de
expressao de c-kit no carcinoma adenoide cistico ndo é atualmente bem
elucidado, mas pode envolver multiplos eventos genéticos e epigenéticos.

A analise imunoistoquimica de fatores proteicos presentes na via
PIBK/AKT/mTOR, a qual é responsavel pela sobrevivéncia, divisdo e
metabolismo celular, mostrou-se parcialmente positiva nos tumores incluidos
no estudo (sendo o fator PI3K negativo, principalmente no CAC). Outros
pesquisadores também utilizaram essa abordagem laboratorial para a
investigacdo da via PI3BK/AKT/mTOR no carcinoma adenoide cistico. Um
bom exemplo dessa abordagem foi o trabalho desenvolvido por (VOLKER et

al. 2009) que mostrou que das 29 amostras utilizadas no seu estudo, todas
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expressavam a proteina p-AKT, relatando que a ativagao e a fosforilagao da
proteina AKT por PI3K (phosphatidylinositol 3-Kinase) frequentemente
aparece em tumores malignos (SCHLEGEL et al. 2000; ELSTROM et al.
2004). AKT forsforilada leva a proliferacdo, crescimento tumoral e a
diminuicdo da apoptose, bem como diminui a estimulacdo da glicdlise
aerobica em células tumorais. Essa ideia foi baseada na Teoria de Otto
Heinrich Warburg (1883 — 1970) em 1924, que descreve o aumento da
utilizagao de glicose em todos os tumores malignos, sugerindo portanto, que
a ativacdo de PI3K/AKT/mTOR poderia ser responsavel por processos
metabdlicos durante a carcinogénese (VOLKER et al. 2009). Por outro lado,
DE LIMA et al. (2009), indicaram que p-AKT pode estar relacionada com a
tumorigénese do CAC, mas que nao deve estar diretamente envolvida na
progressao tumoral.

Em estudo realizado por SUZUKI et al. (2012) com 47 tipos de
carcinomas de glandulas salivares, incluindo o CAC (5 casos), relatou a
positividade do marcador AKT fosforilado tanto no nucleo como no
citoplasma das células neoplasicas em 3 dos 5 casos de CAC. Além disso,
foi observado positividade da proteina mTOR fosforilada em 2 dos 5 casos
estudados no citoplasma e ocasionalmente no nucleo celular. Segundo esse
mesmo estudo, resultados sugerem que a sinalizagdo da via PISK/AKT para
mTOR (MTOR signaling) pode ser induzida dependente da ativagdo de AKT
ou por mecanismos independentes da ativagcao da proteina AKT. Esses

achados corroboram 0s nossos, pois ha maioria dos casos nao houve
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expressao da proteina AKT, porém observou-se positividade da proteina
mTOR.

Ja no adenoma pleomorfico, assim como nossos achados, YU et al.
(2014) observaram expressao da proteina mTOR fosforilada no citoplasma
das células epiteliais que compdem o adenoma pleomorfico, mostrando
positividade significativa (p<0,001) quando comparada as glandulas
salivares normais. Nesse contexto, CLAUDITZ et al. (2013) mostraram que
dos 48 APs estudados, 25 mostraram positividade da proteina p-mTOR
sugerindo que a via AKT/mTOR tem uma relevancia funcional nos tumores
das glandulas salivares.

Em nossa casuistica, a sobrevida cancer-especifica dos pacientes
portadores de CAC - mTOR positivo, mostrou-se significativamente
aumentada (p=0,040), apesar da maioria dos estudos sugerirem que a
inibicdo de mTOR reduz a progressao do cancer e sua ativagao determine
um pior prognostico, por estar envolvido com angiogénese, crescimento e
proliferagcdo celular de diversos tipos tumorais (HAGER et al. 2009;
HIRASHIMA et al. 2010; ZHOU et al. 2010; DOBASHI et al. 2011; SUZUKI et
al. 2012; CLAUDITZ et al. 2013). Nossos achados vao ao encontro com
estudo realizado por SCHULTZ et al. (2010), que demonstraram que
pacientes com expressao de mTOR em carcinomas uroteliais apresentaram
melhor sobrevida, sugerindo que a expressao constitutiva de mTOR seja
necessaria para atividades metabdlicas normais do urotélio e de outros tipos

celulares (GIBBONS et al. 2009, SCHULTZ et al. 2011) e que a manutengéao
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da sua ativagao, ainda que parcial, seja um fator progndstico favoravel em
alguns tipos de cancer.

Em neoplasias gastricas, a expressdo do p-mTOR em carcinomas
invasivos também mostrou efeito protetor na sobrevida doencga especifica
(XIAO et al. 2009). Esses achados, assim como 0 nosso, sugerem que a via
MTOR possa estar sob interferéncias inibitérias nesses tumores,
possivelmente oriundas de suas interagcdes com outras vias essenciais
predominantes nesses tipos tumorais, como a MAPK ou ainda, a atividade
de mTOR possa ser controlada em nivel pds-transcricional, sendo que a sua
expressao aumentada ndo necessariamente corresponderia a progressao do
ciclo celular (GINGRAS et al. 2001).

A via MAPK (Ras/Raf/MEK1/2 e Erk1/2) tem sido considerada como
um regulador positivo de iniciagao tumoral, progresséao e proliferagao celular.
GUPTA et al. (2009) estudaram a expressdo de P-MAPK no carcinoma
adenoide cistico e relataram a positividade em 5 das 9 amostras estudadas,
sugerindo essa via como alvo terapéutico para inibicdo do crescimento
tumoral. Porém, em nossos achados, observamos positividade apenas do B-
Raf e MEK-2, sendo o MEK-1 positivo apenas em parte da nossa casuistica,
sugerindo entdo que a via pode estar inativa e essas duas proteinas podem
ter sido ativadas por ligagdo-cruzada ja que o mecanismo de ativagado do
receptor c-Kit pode ativar distintas vias de sinalizagdo ou cascatas, como
PI3K/AKT, MAPK/Ras, JAK/STAT, familia de tirosina quinase Scr (SFK),
fosfolipases (PLC) e o fator MITF (TSUJIMURA et al. 1996; UEDA et al.

2002). Ou ainda, a ativagao constitutiva da via MAPK resultou de mutagoes
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nos genes que codificam principalmente BRAF, visto que um estudo de
WETTERSKOG et al. (2013), demostraram que subconjuntos de carcinoma
adenoide cistico de mama e de cabecga e pescoco, apresentaram mutagdes
em genes da via RAS, incluindo BRAF e KRAS. Contudo, os resultados de
nosso estudo corroboram os da pesquisa realizada por TETSU et al. (2010)
0 qual sugere que a via MAPK ¢ inibida no carcinoma adenoide cistico das
glandulas salivares por terem observado uma redugdo da atividade de
MAPK (ERK1/2) nas células tumorais.

No presente estudo, a expressdo de MEK-2 foi estatisticamente
associada a regiao da glandula submandibular e palato, enquanto que na
glandula parétida, a maioria dos casos ndo expressou a proteina. Isso talvez
se deva a origem embrionaria de cada glandula, ja que a pardtida tem
origem exclusivamente ectodérmica (HOLMBERG e HOFFMAN 2014).

Em outro estudo do nosso grupo MANNARINI (2012) que utilizou
como modelo de estudo o carcinoma epidermdide da laringe, foi observada a
positividade da proteina MEK-2 fosforilada nesses tumores, porém, assim
como em nossos achados, o ERK1/2 foram negativos em todos os casos. O
significado da expressédo desse marcador na literatura ainda é controverso,
dependendo basicamente do tecido analisado (MILDE-LANGOSCH 2005).
Segundo HO et al. (2012), com a proteina ERK 1/2 inativa, o alvo da
proteina MEK poderia ser a proteina anti-apoptética MCL-1, ativada também
pelo mTOR, podendo resultar em proliferacédo, invasao e metastase. Outro
aspecto é que, a sinalizagcdo MAPK regula a via Jagged/Notch e aumenta o

processo de angiogénese. Interessantemente o bloqueio da sinalizagéo
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MAPK por inibidores de MEK reduziu a sinalizagdo Notch na linhagem
celular TPC-1 derivada de carcinoma papilifero de tireoide, indicando que
MEK pode também controlar a expressao de NOTCH1 (ZENG et al. 2005).

Ainda no estudo de MANNARINI (2012) foi observado que a
positividade do marcador MEK resultou em maior sobrevida dos pacientes
portadores de carcinoma epidermdide da laringe. Esse achado vai ao
encontro ao nosso estudo, onde a sobrevida cancer-especifica dos
pacientes portadores de CAC - MEK-2 positivo, mostrou-se
significativamente aumentada (p=0,005).

Esses dados sugerem que assim como a proteina mTOR, a
expressdo de MEK-2 seja necessaria para atividades metabdlicas normais
de alguns tipos celulares e que a manutencao da sua ativagao, seja um fator
prognéstico favoravel em alguns tipos de cancer. Além disso, a via MAPK
pode estar sob interferéncias inibitérias nesses tumores, possivelmente
oriundas de suas interacbes com outras vias essenciais como NOTCH.

Para melhor compreensao desses fendmenos moleculares, buscamos
uma explicagcdo baseada no comportamento biolégico das neoplasias das
glandulas salivares, formulando a seguinte hipétese:

A literatura é consensual no conceito de que a maioria das neoplasias
das glandulas salivares (benignas ou malignas) tém crescimento lento e os
indices de proliferacdo celular sao baixos. Entretanto, provavelmente, as
células neoplasicas devem perder a capacidade de senescéncia e morte.

Esse comportamento, pelo menos em parte, pode ser explicado pelos
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resultados obtidos em nosso estudo, segundo os esquemas das vias
moleculares analisadas conforme demonstrado na Figura 3.:

Assim, em nossos resultados temos que a partir de estimulos gerados
na membrana celular por meio do receptor Kit, a cascata PIBK/AKT/mTOR
mantém-se ativada, o que pode facilitar a manuteng¢ao das células tumorais.
Ja a cascata Ras apresenta pontos de interrupcdo na expressao de suas
proteinas fosforiladas, o que, de certa forma, mantém a neoplasia com taxas
baixas de proliferagao celular.

Essa explicacdo é parcial, e, no ano de 2013, testamos numerosos
clones diferentes de anticorpos e vias colaterais de sinalizagdo para
podemos formar um quadro global desta hipétese. Entretanto, todos os
resultados que obtivemos com os ensaios, nos levaram a esse mesmo
ponto.

Estudos demonstraram que o CAC vem sendo caracterizado pela
presenca de uma translocagdo cromossomal 1(6:9)(q22-23;p23-24),
resultando na fusdo do oncogene MYB e do fator de transcricdo NFBI. O
gene de fusdo resultante MYB-NFBI ativa a transcricdo de oncoproteinas
alvo de MYB com importancia fundamental para a transformagao oncogenica
(RAMSAY e GONDA 2008; PERSSON et al. 2009; STENMAN et al. 2010). A
prevaléncia do gene de fusdo é relatado entre 30-100% em CACs das
glandulas salivares, e mesmo sem o gene de fusdao MYB-NFIB, MYB
demonstrou ser consistentemente superexpresso em CACs (PERSSON et
al. 2009; BRILL et al. 2011; MITANI et al. 2011; WEST et al. 2011). Estas

observacbes fornecem evidéncias circunstanciais de que MYB ¢é
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provavelmente um indutor do CAC, independentemente da localizagao
anatébmica (WETTERSKOG et al. 2013). Agora os estudos sdo para o
desenvolvimento de inibidores de MYB, MYB-NFBI e seus alvos
moleculares, incluindo a inibicdo das vias de sinalizacdo em que estao
agindo ou inibicdo da cascata de seus alvo, como o KIT (STENMAN 2005;
TETSU et al. 2010; CARLSON et al. 2013). Contudo, caracteristicas
genéticas de alguns CAC de glandulas salivares foram investigados, e estes
tumores demonstraram baixos niveis de instabilidade genética, perda
frequente de 6q e 9p, e uma baixa frequéncia dos altos niveis de
amplificacdo de genes relacionados ao cancer. Nas glandulas salivares, a
amplificagcdo de CCND1, MDM2 e CTTN foram relatadas em apenas 5% dos
casos (GREER et al. 2007; BERNHEIM et al. 2008). Com base nessas
observagodes, € plausivel que outros mecanismos de aberragbes genéticas,
possam induzir o comportamento clinico diversificado dos CACs, incluindo
mutacgdes de KIT (VILA et al. 2009; TETSU et al. 2010). Porém, os dados
sobre o impacto do tratamento com inibicdo de c-kit permanecem
conflitantes, visto que alguns pesquisadores, demonstraram que o
tratamento com Gleevec (Mesilato de Imatinibe), inibiu o crescimento do
CAC (ALCEDO et al. 2004; FAIVRE et al. 2005), em contraste, ensaios
clinicos fase Il com a mesma droga nao induziram resposta significativa em
27 pacientes com CAC, que apresentavam alta expressao de c-Kit em seus
tumores (HOTTE et al. 2005).

Atualmente a importancia da regulagdo pos-transcricional (miRNAS)

dos genes vem sendo muito estudada em diversos tipos tumorais (VOLINIA
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et al. 2006; ZHANG et al. 2007; SASSEN et al. 2008). Contudo, poucos

estudos tém avaliado o papel dos miRNAs no desenvolvimento dos tumores

das glandulas salivares (CHIOSEA et al. 2008; ZHANG et al. 2009; CHEN et

al. 2014; ANDREASEN et al. 2015; LIU et al. 2015). FELICETTI et al. (2008
a e b), descreveram o envolvimento dos miRNAs 221 e 222 anormalmente
expressos em melanomas, favorecendo a indug¢do do fendtipo maligno por
baixa regulacédo do receptor c-kit. Em outro estudo envolvendo melanomas,
o grupo de IGOUCHEVA e ALEXEEV (2009) demonstrou que a expressao
de c-Kit é regulada por micro-RNAs, em particular pelo miR-221, podendo
ser um novo alvo terapéutico.

HE et al. 2005, observaram um aumento da regulacdo desses dois
miRNAs no carcinoma papilifero da tireoide caracterizado pela perda de c-
Kit. Apenas um estudo envolvendo adenoma pleomoérfico e o miR-222
demonstrou que a expressdao do desse ultimo foi maior em amostras de
saliva de pacientes com tumor maligno em comparagdo com a expressao
em amostras de saliva de pacientes com um tumor benigno (MATSE et al.
2013). Entretanto, em nosso estudo a expressdo dos miRNAs 221 e 222 nao
apresentaram um padrao definido que discrimine as neoplasias de glandulas
salivares: adenoma pleomorfico e carcinoma adenoide cistico. Isso pode nos
sugerir que por terem o mesmo sitio de origem, esses dois tipos tumorais
possuem algumas caracteristicas bioldgicas semelhantes.

Essas informacbes podem ser importantes na area de pesquisa
translacional, ja que os medicamentos quimioterapicos que atuam nas vias

estudadas ja sdo uma realidade para outros tipos de neoplasias. Nessa linha
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de analise, GOMES et al. (2007) sugeriram que a avaliagao do estado do c-
kit tem sido utilizado na rotina de laboratérios de diagnéstico, um fator
prognéstico de sobrevida, ja que a mutagdo no gene KIT & a principal
alteracao encontrada em GISTs, variando de 30% a 90% dos casos.

Nos tumores de glandulas salivares, a avaliagao da expressao do c-kit
também tem sido empregada em alguns casos de carcinoma adenoide
cistico, entretanto a real importancia deste marcador nesse tipo de neoplasia
ainda nao é clara (HOLST et al. 1999; JENG et al. 2000; AZOULAY et al.
2005; FREIER et al. 2005; LIN et al. 2005; SYRENSEN et al. 2006; VILA et
al. 2009).

Estudos futuros serdo necessarios para se estabelecer a funcdo
dessas e de outras vias como alvos moleculares na terapia de pacientes

com neoplasias das glandulas salivares.
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CONCLUSAO

Através do presente estudo, foi possivel observar que:

A expressdao das proteinas provenientes da cascata de c-Kit em
ambos adenoma pleomorfico e carcinoma adenoide cistico, indicam
que essas neoplasias compartiiham vias de ativagdo em comum,
mesmo sendo neoplasia benigna ou maligna.

Apesar de a proteina c-Kit ser expressa em ambas as neoplasias —
AP e CAC, sua influéncia sobre as vias de sinalizacdo MAPK e
PI3K/AKT/mTOR ainda permanece por ser estabelecida.

Os microRNAs 221 e 222 ndo mostraram correlagdo consistente com
a expressao de c-Kit nos tipos tumorais estudados, apesar de
apresentarem uma tendéncia relacionada a expressao diminuida da
proteina c-Kit.

A expressdao dos miRNAs 221 e 222 ndo apresentou um padrao
definido que discrimine os tumores de glandulas salivares: adenoma
pleomorfico e carcinoma adenoide cistico.

Expressao das proteinas mTOR e MEK-2 fosforilada foram
associadas com melhor sobrevida cancer-especifica dos pacientes

portadores de carcinoma adenoide cistico.
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