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RESUMO

O adenoma pleomorfico (AP), o carcinoma mucoepidermoide (CME) e o carcinoma
adendide cistico (CAC) representam tumores frequentes em glandula salivar. A via de
sinalizacdo Sonic Hedgehog (Hh) e o Transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3)
desempenham fungdes importantes na proliferagéo celular, favorecendo o desenvolvimento
tumoral e a proteina MCM3 tem sido considerada uma nova classe de marcadores de
proliferacéo celular. Portanto, o presente trabalho propde-se a estudar componentes da via Hh,
bem como o0 STAT3 e 0 MCM3 em neoplasias de glandula salivar, na tentativa de adicionar
informacdes sobre as caracteristicas bioldgicas dessas neoplasias. Foram utilizados 9 casos de
AP, 17 casos de CAC e 20 casos de CME e, por meio da técnica imunoistoquimica, realizou-
se a detecgdo das seguintes proteinas: SHH, GLI1, SUFU, HHIP, STAT3 e MCM3. No AP,
observou-se alta expressdo citoplasmatica de SHH e SUFU, e baixa expressdo de STAT3 e
MCM3. No CAC, observou-se alta expressdo de GLI1, HHIP e STAT3 e baixa expressao de
SHH, SUFU e MCM3. No CME, observou-se alta expressao de SHH, GLI1, SUFU e HHIP e
baixa expressdo de STAT3 e MCM3. Quando comparado entre 0s tipos tumorais, observou-se
diferenca estatisticamente significante para expresséo de SHH (p=0.0064), STAT3 (p=0.0003)
e MCM3 (p=0.0257). Ao comparar a marcacao parenquimal e estromal, observou-se maior
expressao em parénquima para todos os tumores (p<0.05). Em glandula salivar normal,
observou-se marcacao citoplasmatica das células ductais para SHH, GLI1, SUFU e HHIP, uma
discreta marcacao citoplasmatica para STAT3 e auséncia de marcacdo para MCM3. Nao foi
observada correlacéo entre a via Hh e STAT3 nos tumores de glandula salivar (p>0.05). Os
resultados desse trabalho apontam para uma possivel participacdo da via Hh na morfogénese e
no desenvolvimento do AP, CAC e CME, assim como a participacdo do STAT3 no
desenvolvimento do CAC. Em adicdo, o MCM3 ndo parece ser um bom marcador de
proliferacdo para tumores de glandula salivar. Sugerimos que novos estudos sejam realizados
visando compreender o mecanismo pelo qual a via Hh e 0 STAT3 promovem o crescimento e
progressao desses tumores e identificar inibidores dessas vias.

Palavras-chave: Carcinoma Adendide Cistico, Carcinoma Mucoepidermdide,
Adenoma Pleomorfo, Proteinas Hedgehog, Fatores de Transcricdo STAT, Componente 3 do
Complexo de Manutencao de Minicromossomo.
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ABSTRACT

The pleomorphic adenoma (PA), mucoepidermoid carcinoma (MEC) and the adenoid
cystic carcinoma (ACC) are common tumors arising from salivary glands. The Sonic Hedgehog
signaling pathway (Hh) and signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) play
important roles in cell proliferation, favoring tumor growth. The MCMS3 protein has been
considered as a novel class of cell proliferation markers. The aim of this investigation was to
study components of the Hh pathway, as well as STAT3 and MCM3 in salivary gland
neoplasms in an attempt to add information about the biological characteristics of these
neoplasms. We used 9 cases of PA, 17 cases of ACC and 20 cases of MEC. Using
immunohistochemistry, were investigated: SHH, GLI1, Sufu, HHIP, STAT3 and MCMa3. In
PA, there was high expression of cytoplasmic SHH and Sufu, and low expression of STAT3
and MCMa. In the ACC, there was high expression of GLI1, HHIP and STAT3 and low
expression of SHH, SUFU and MCM3. In the MEC, we observed high expression of SHH,
GLI1, SUFU and HHIP and low expression of STAT3 and MCM3. There was a statistically
significant difference between SHH (p=0.0064), STAT3 (p=0.0003) and MCM3 (p=0.0257)
when all tumors were compared. And a higher expression in parenchyma for all tumors when
stroma and parenchyma were compared (p<0.05). In normal salivary gland, ductal segment
showed imunolabeling for SHH, GLI1, SUFU and HHIP, a discrete cytoplasmic labeling for
STAT3 and MCM3 was negative. No correlation was observed between the Hh pathway and
STAT3 in salivary gland tumors (p>0.05). The findings suggest a possible role of Hh pathway
in the morphogenesis and development of AP, CAC and CME, as well as the participation of
STAT3 in the development of ACC. In addition, the MCM3 did not seem to be a good marker
of proliferation for salivary gland tumors. It is important that further studies be conducted to
understand the mechanism by which the Hh pathway and the STAT3 promote the growth and
progression of these tumors and inhibitors of these pathways might be identified.

Key words: Adenoid Cystic Carcinoma, Mucoepidermoid Carcinoma, Pleomorphic
Adenoma, Hedgehog Proteins, STAT Transcription Factors, Minichromosome Maintenance
Complex Component 3.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Via Sonic HEAgeNO0Q.......coveieiieieee e 27
ALIVACAD 0O STAT .. 28
Imunomarcagdo de SHH.........cccooiiiiiii 43
IMUNOMArcagdo de GLIL.........ocoiiiiiiii e 44
Imunomarcacdo de SUFU..........cccooiviiiiie e 45
Imunomarcagdo de HHIP...........ccooiiiiii e, 46
Imunomarcagdo de STAT3.....oi s 47
Imunomarcagdo de MCIMB.........coooiiiiiiicee e 48

Imunoexpressdo dos componentes da via Hh nos diferentes tumores
de glandula salivar............ccccoviveiiine e 50
Imunoexpressédo de STAT3 nos diferentes tumores de glandula
SALIVAL ...t 51
Imunoexpressdo de MCM3 nos diferentes tumores de glandula
SAIIVAT ...ttt 51
indice de marcacio dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3
nos diferentes graus de CME..........ccocoiiiiiniiiic e 54
Imunomarcacéo estromal de SHH, GLI1, SUFU e HHIP................. 59



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7
Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELAS

Anticorpo, marca, clone, diluicdo recuperacdo antigénica e controle
POSTTIVO. ...ttt bbbt
indices de marcacdo dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3
nos tumores de glandula salivar..............ccceceieeieccciecce e
Relacéo da expressdo dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3
nos tumores de glandula salivar.............c.ccooviiiiiinn
Comparacdo da expressdo de componentes da via Hh, do STAT3 e
do MCM3 entre dois tipos de tumores de glandula salivar.................
Comparacdo dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 entre 0s
trés graus histologicos do CME...........ccevviiieieiie e
Comparagdo dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 entre 0s
tipos histolAgicos O CAC.........coii i
Correlacéo entre os componentes da via Hh, STAT3 e MCM3..........
Comparacao da expressdo dos componentes da via Hh no parénquima
e estroma nos diferentes tumores de glandula salivar......

Relacgdo entre a imunoexpressdo e os dados clinicos e inflamacao dos
CASOS 0B AP.... e
Relacdo entre a imunoexpressdo e os dados clinicos e inflamacao dos
CASOS A8 CAC .. .ot
Relacgdo entre a imunoexpressdo e os dados clinicos e inflamacao dos
CAS0S 08 CIMIE.... ..ot

35

42

50

52

53

54

58

61

62

63



AP
CAC
CME
H/E
OMS
Hh
SHH
DHH
IHH
GLI1
GLI2
GLI3
PTCH
SMO
SUFU
COS-2
FU
HHIP
STAT
STAT 3
JAK
NRTK
SOCS

PIAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenoma Pleomorfico

Carcinoma Adendide Cistico

Carcinoma Mucoepidermdide

Hematoxilina/Eosina

Organizacdo Mundial de Saude

Do inglés
Do inglés
Do inglés

Do inglés

Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:
Do inglés:

Do inglés:

Do inglés

: “Hedgehog”

. “Sonic hedgehog”

. “Desert hedgehog ”

. “Indian hedgehog ”

“glioma-associated oncogene 1”
“glioma-associated oncogene 2~
“glioma-associated oncogene 3”

“receptor Patched ”

“transmembrane transducer Smoothened ”
“suppressor of fused”

“atypical kinesin Costal-2 "

“serine-threonine kinase Fused”
“Hedgehog-interacting protein”

“Signal transducer and activator of transcription”
“Signal transducer and activator of transcription 3”
“Janus kinase”

“Non-receptor tyrosine kinase”

“suppressor of cytokine signaling ”

. “protein inhibitor of activated STAT ”



IL

TEM
MCM
MCM3
PLAG1
CRTC1
MAML2
WNT
Lefl
BCL2
TTF-1
FOUFBA
um

°C

h
TRIS-HCI
DAB

IM

n

pH

Interleucina

Transicdo epitélio-mesenquimal

Do inglés: “minichromosome maintenance”

Do inglés: “minichromosome maintenance 3”

Do inglés: “Pleomorphic adenoma gene 1”

Do inglés: “CREB-regulated transcription coactivator 1"
Do inglés: “mastermind-like 2

Do inglés: “Wingless-type MMTV integration site family”
Do inglés: “Lymphoid enhancer-binding factor 1”

Do inglés: “B-cell lymphoma 2~

Do inglés: “Thyroid transcription factor-1"

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
Micrémetros

Graus Celsius

Hora

Tris hidroximetil aminometano cloridrato

3-3' diaminobenzidina

indice de marcacéo

NUmero de casos

Potencial Hidrogenionico



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

SUMARIO

INTRODUGAOQ ....ooveeeeeeeeeteseeeeeteeeee s es s sas s s 16
REVISAO DE LITERATURA

CONSIDERAGOES GERAIS.......coovueviieieeie s 19
ADENOMA PLEOMORFICO........ooovveveeeeeeeeeeeeeseiesieseessessesseseassssvass s 21
CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE..........ccooosiieereeeeeeieeie s 22
CARCINOMA ADENOIDE CISTICO........coooiiiiereeeieteeeeeeesisseses s 24
VIA SONIC HEDGEHOG (HH).....ooovveieieeeeeee et 25
TRANSDUTOR DE SINAL E ATIVADOR DA TRANSCRICAO (STAT3)......... 28
VIA HH E STATS. oottt st s 31
PROTEINA E MANUTENCAO DO MICROSSOMO 3 (MCM3).......c..ccovvverennne. 32
OBJETIVOS

GERAL ...ttt 33
ESPECIFICOS. ....ooiiuiiiiieessisssieeseses sttt ssssssssssssssssnssas 33
MATERIAL E METODOS

CARACTERIZACAQO DO ESTUDO.......cooiieeeeierceeieesesieeeesses s, 34
SELECAQO DOS CASOS.......ocvieieeiereeeiesesseeeiesissees s sesses s sessesses e ssssesssssssssannes 34
TECNICA IMUNOISTOQUIMICA........oooveeeeeeeieeeee e 34
EXAME IMUNOISTOQUIMICO........ooooveceeeeeeeeeeeeeseseseesseseesseseeseses s 36
ANALISE ESTATISTICA ...t 37
RESULTADOS

IMUNOMARCAGAQ DE SHH.....oveeeeceeeeeeeeeeeeeeee e, 38
IMUNOMARCAGAQO DE GLIL. ..o 38
IMUNOMARCAGAQ DE SUFU........ocveeeiereeeeeseeeeesseeeeeesee s ieseessesssssessasnsn e, 39
IMUNOMARCAGAQO DE HHIP......oooveieeieeeeee s 30
IMUNOMARCAGCAQ DE STAT3...ooiececeeeeeeeeeeeees et eeseessensasss s 41
IMUNOMARCAGCAQ DE MCMB3......ooiieieeeeeseeiese s 41
COMPARACAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH,

STAT3 E MCM3 ENTRE OS TUMORES DE GLANDULA SALIVAR............... 49

COMPARAQAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH,
STAT3 E MCM3 ENTRE OS DIFERENTES GRAUS HISTOLOGICOS DE
1Y, | T 52

COMPARACAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH,
STAT3 E MCM3 ENTRE OS DIFERENTES TIPOS HISTOLOGICOS DE CAC. 55
CORRELACAO ENTRE OS COMPONENTES DA VIA HH, STAT3E MCM3.. 56

COMPARAGAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH, DO
STAT3 E DO MCM3 NO PARENQUIMA E NO ESTROMA DOS TUMORES

DE GLANDULA SALIVAR. ......ostiiiiriniisisise s 57
RELAGAO ENTRE A IMUNOEXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA

HH, STAT3 E MCM3 COM OS DADOS CLINICOS E INFLAMACAO.............. 60
DISCUSSAO ... oo oot e et et e e e et e e et e e et e e ee et e e et e ees e e e ereeesereeas 64
CONGCLUSODES ... e ettt et e et eer e e e et eer e e e e e e era e e, 75
REFERENCIAS. ...t e e ee e e et e e e es s e e e eesae e 76

ANEXOS ... 88



16

1 INTRODUCAO

Neoplasias de glandula salivar sdo incomuns, representando cerca de 3-10% de todos 0s
tumores de cabeca e pescoco (ANSARI, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2009). E considerado um
grupo de tumores heterogéneo, uma vez que apresentam inimeros tipos histolégicos e
comportamentos bioldgicos distintos (YIH; KRATOCHVIL; STEWART, 2005; LI et al., 2008;
STENMAN; PERSSON; ANDERSSON, 2014). O adenoma pleomérfico (AP), o carcinoma
mucoepidermoéide (CME) e o carcinoma adenoide cistico (CAC) sdo 0s tumores mais comuns
de glandula salivar (AL-KHATEEB; ABABNEH, 2007; NAGAO et al., 2012; ADAMS;
WARNER; NOR, 2013), destacando-se este ltimo por sua capacidade de invasdo perineural
(AMIT et al., 2014).

A via de sinalizacdo Sonic Hedgehog (Hh) desempenha fungbes importantes no
desenvolvimento embrionario, na proliferacdo e diferenciacdo celulares e na carcinogénese
(TOFTGARD, 2000; RUIZ | ALTABA; SANCHEZ; DAHMANE, 2002; CHENG et al., 2009;
DAI et al., 2011; AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013). Sonic hedgehog (SHH) é uma
proteina ligante da via de sinalizacdo Hh, que ao ser secretada, liga-se ao receptor Patched
(PTCH), inativando o efeito inibitério desse receptor sobre a proteina transmembranica
Smoothened (SMO). Esta, por sua vez, desencadeia uma série de eventos intracelulares,
resultando na ativacdo de fatores de transcricdo da familia glioma-associated oncogene (GLI),
0 que induz a expressdo de genes alvo, que regulam a proliferacdo, a diferenciacdo e as
interacdes com a matriz extracelular (RUIZ | ALTABA; SANCHEZ; DAHMANE, 2002;
COHEN, 2003; MA; XIAO; HE, 2008; TZELEPI etal., 2011; MERCHANT, 2012). A ativacéo
aberrante da via Hh tem sido identificada em diversas neoplasias, incluindo tumores
hematoldgicos (SENGUPTA et al., 2007), carcinomas de mama (IM et al., 2013), estbmago

(WAN et al., 2014) esdfago (YANG et al., 2012a), boca (WANG et al., 2012), pancreas (HAO
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et al., 2013), figado (CHENG et al.,, 2009), prostata (KIM et al., 2011) e tiredide
(HINTERSEHER et al., 2014).

O Transdutor de sinal e ativador da transcricdo (STAT) é uma familia de fatores de
transcricdo que permanecem latentes quando localizados no citoplasma, e séo ativados por meio
de fosforilagdes (DARNELL, 1997). Um numero grande de neoplasias malignas possui
proteinas STATSs constitutivamente ativadas, mais freqiientemente o STAT3 (DOBI et al.,
2013; HAN et al., 2013; SUBRAMANIAM et al., 2013; CHUNG et al., 2014; XU; LU, 2014).
A ativacdo constitutiva do STAT3 pode aumentar a proliferacdo e conduzir a transformacéo
celular, favorecendo o desenvolvimento tumoral (BROMBERG et al., 1999; SONG et al., 2003;
Ll etal., 2007; YU; PARDOLL; JOVE, 2009).

A familia de proteinas de manutencdo do minicromossomo (MCM) é composta por seis
membros (MCM2-7), que desempenham papéis importantes na replicacdo do DNA e na
progressdo do ciclo celular (FORSBURG, 2004; LEE et al., 2010; ASHKAVANDI et al.,
2013). Essas proteinas sdo expressas em células que estdo em divisao, enquanto que em células
quiescentes ocorre a perda de expressdo (ENDL et al., 2001; DE ANDRADE et al., 2013;
LAMEIRA et al., 2014). Portanto, a proteina MCM3 tem sido considerada um novo marcador
de proliferacédo celular (MADINE et al., 2000; FORSBURG, 2004; LAMEIRA et al., 2014).

Sabe-se que a ativacdo aberrante da via Hh tem sido identificada em diversas neoplasias
(YANG et al., 2012a; HAO et al., 2013; IM et al., 2013; GURGEL et al., 2014;
HINTERSEHER et al., 2014; WAN et al., 2014), bem como o STAT3, por possuir funcbes
importantes no desenvolvimento tumoral (BROMBERG et al., 1999; LI et al., 2007,
SENGUPTA et al., 2007; BOURNAZOU; BROMBERG, 2013) e 0 MCM3 por ser um novo
marcador de proliferacdo celular (MADINE et al., 2000; FORSBURG, 2004; LAMEIRA et al.,
2014). Destarte, tendo em vista que, a0 nosso conhecimento, somente existem dados sobre o

papel da via Hh em glandula salivar normal (JASKOLL et al., 2004; HASHIZUME; HIEDA,
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2006; FIASCHI et al., 2011), apenas poucos estudos utilizando STAT3 (ARAUJO et al., 2008;
NIKITAKIS et al., 2009a, 2009b; ETTL et al., 2012) e MCM3 (ASHKAVANDI et al., 2013)
em neoplasia de glandula salivar, o presente trabalho propGe-se a estudar componentes da via
Hh, bem como 0 STAT3 e 0 MCM3 em neoplasias de glandula salivar, na tentativa de adicionar

informac0es sobre as caracteristicas bioldgicas dessas neoplasias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Os tumores de glandula salivar sdo incomuns e caracterizados por grande variedade
morfolégica (MCHUGH; VISSCHER; BARNES, 2009; STENMAN; PERSSON;
ANDERSSON, 2014). Geralmente séo assintomaticos e acometem homens e mulheres entre a
terceira e sexta décadas de vida, podendo exibir aumento da regido afetada. Desenvolvem-se
principalmente nas glandulas parotida, submandibular e glandulas menores da regido do palato
(JABER, 2006; ATANDA et al., 2009; BARROS et al., 2010; JAAFARI-ASHKAVANDI;
ASHRAF; MOSHAVERINIA, 2013), destacando-se o adenoma pleomorfico (AP) entre 0s
tumores benignos, e o carcinoma adendide cistico (CAC) e o carcinoma mucoepidermdide
(CME) entre os tumores malignos (AL-KHATEEB; ABABNEH, 2007; NAGAO et al., 2012;
ADAMS; WARNER; NOR, 2013).

A histogénese do AP é um tema controverso, porém, alguns autores referem-se ao
processo de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM), no qual as células epiteliais neoplasicas
passam a expressar moléculas do fen6tipo mesenquimal, dando origem ao adenoma
pleomorfico (AIGNER etal., 1998; ENESCU etal., 2013). A histogénese dos tumores malignos
de glandula salivar € alvo de muitos estudos, porém acredita-se que a transformacao neoplasica
a partir de células de reserva ou células basais presentes nos ductos excretores ou intercalares,
seja responsavel pelo desenvolvimento dos tumores de glandula salivar (BOAHENE et al.,
2004; AKRISH et al., 2009; ADAMS; WARNER; NOR, 2013). A transformagio maligna das
células de reserva do ducto intercalar origina 0 CAC (AKRISH et al., 2009; ADAMS;
WARNER; NOR, 2013), enquanto que a transformacdo maligna de células do ducto excretor
origina 0 CME (BOAHENE et al., 2004; AKRISH et al., 2009; ADAMS; WARNER; NOR,

2013).
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O AP origina-se a partir de uma mutagdo no gene PLAG1, sendo este responsavel pela
traducdo da oncoproteina PLAG1, que funciona como um fator de transcri¢do. Acredita-se que
a desregulacdo desse gene desenvolve papel importante na génese do AP (BARNES et al., 2005;
RAHNAMA et al., 2013). No CME, a anormalidade citogenética mais comum ¢é a translocagéo
entre 0s cromossomos 11 e 19, que desencadeia a fusdo de CRTC1 (CREB-regulated
transcription coactivator 1)-MAML2 (mastermind-like 2), formando uma oncoproteina que
atua como fator de transcricdo em vias regulatérias, como a via de sinalizacdo Notch,
contribuindo para o desenvolvimento do tumor (O’NEILL, 2009; ADAMS; WARNER; NOR,
2013; SIMPSON et al., 2014). A anormalidade genética mais comum no CAC € a translocagéo
entre 0s cromossomos 6 e 9, resultando na fusdo da proteina MYB-NFIB, que esté envolvida
no controle do ciclo celular, na angiogénese e na apoptose (PERSSON et al., 2009; ADAMS;
WARNER; NOR, 2013).

O diagnostico de tumores de glandulas salivares é realizado através da avaliacdo da
arquitetura histoldgica, da diferenciacdo celular e dos componentes do estroma tumoral, em
associacdo com as informagdes clinicas e imaginolégicas (NAGAO et al., 2012). Além disso,
nos tumores malignos, a invasdo de tecidos adjacentes é importante para o diagndstico e
prognostico tumoral (SIMPSON et al., 2014). Apesar da hematoxilina/eosina (H/E) ser o
método padrdo-ouro utilizado no diagndstico de tumores de glandula salivar, a
imunoistoquimica pode melhorar a precisdo do diagnéstico, sendo atil na andlise da
diferenciacdo e da proliferacdo celular e da expressdo de proteinas tumorais (NAGAO et al.,
2012).

Atualmente, o conhecimento sobre a patogénese dos tumores de glandula salivar tem
avancado. A maioria das alteracdes moleculares tumorais desencadeia a ativacdo de fatores de

transcricdo envolvidos na regulacgdo do ciclo celular, da apoptose e da diferenciagéo celular. A
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descoberta de biomarcadores é fundamental para o diagnostico e para o desenvolvimento de

novos medicamentos para esses tumores (STENMAN; PERSSON; ANDERSSON, 2014).

2.2 ADENOMA PLEOMORFICO

O adenoma pleomdrfico (AP) é a neoplasia benigna de glandula salivar mais comum.
Acomete principalmente a glandula parétida, porém pode ser encontrado na submandibular,
sublingual e glandulas menores (ALVES et al., 2002; DANIELS et al., 2007; BARROS et al.,
2010; ERDEM et al., 2011; RAHNAMA et al., 2013). Possui essa nomenclatura devido ao
pleomorfismo arquiteténico observado em microscopia de luz. No passado, era conhecido como
"tumor misto”, por apresentar elementos epiteliais € mioepiteliais em sua composi¢ao
(RAHNAMA et al., 2013). Ocorre com mais frequéncia entre 30 e 60 anos de idade, e possui
predilecdo pelo sexo feminino. Os pacientes usualmente apresentam uma massa de crescimento
lento e indolor. Embora a progresséo seja lenta, se ndo tratado, o tumor pode causar significativa
morbidade e, mais raramente, morte (ALVES et al., 2002; DANIELS et al., 2007; BARROS et
al., 2010; ERDEM et al., 2011; RAHNAMA et al., 2013).

Histologicamente, o AP é um tumor epitelial com morfologia complexa, constituido por
elementos epiteliais, mioepiteliais e estruturas ductiformes arranjadas em diversos padroes,
dispersos em uma matriz condréide, mixoide, hialina ou éssea. A capsula é formada a partir da
fibrose do tecido conjuntivo, a qual é comprimida pela massa tumoral. Possui espessura e
integridade variavel, e é conhecida como “falsa capsula ou pseudocapsula” (CHIDZONGA,;
LOPEZ PEREZ; PORTILLA-ALVAREZ, 1995; VARGHESE et al., 2003; MCHUGH,;
VISSCHER; BARNES, 2009).

Segundo Soares et al. (2009), a recorréncia do AP esta relacionada com a ruptura da
capsula, a recessdo incompleta das microextensdes do parénquima ou a sua origem multifocal.

Um estudo realizado por Soares et al. (2012) observou uma maior expressdo de fatores de
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crescimento (PDGF-A, PDGF-B e FGF-2) em adenomas pleomorficos recorrentes quando
comparado com aqueles ndo recorrentes. Além disso, casos de adenoma pleomarfico recorrente
com transformagdo maligna apresentaram uma superexpressao desses fatores de crescimento.

Ocasionalmente, o componente epitelial pode sofrer transformacdo maligna, de forma
isolada, dando origem ao carcinoma ex-adenoma pleomérfico, ou em associacdo com 0
estroma, originando o carcinossarcoma. Ambos sdo tumores malignos agressivos, no entanto,
as lesbes metastaticas identificadas em pacientes com histérico de AP, apresentam as
caracteristicas histologicas benignas do AP (TARSITANO et al., 2014). Aproximadamente 6%
dos APs podem sofrer transformacdo maligna, tornando-se agressivos, com capacidade de gerar
metastases e morte (RAHNAMA et al., 2013).

O tratamento indicado é a excisdo cirdrgica ampla para obter margens negativas. A
maioria desses tumores ocorre na parotida e, para esses casos, o tratamento utilizado € a
remocdo parcial ou total da parétida com preservacdo do nervo facial (MENDENHALL et al.,

2008; ERDEM et al., 2011; LINGAM et al., 2011; TARSITANO et al., 2014).

2.3 CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

O carcinoma mucoepidermoide (CME) é o tumor maligno mais prevalente em glandula
salivar maior e menor (AUCLAIR; GOODE; ELLIS, 1992; GOODE; AUCLAIR; ELLIS,
1998; LUNA, 2006; TRIANTAFILLIDOU et al., 2006a; BARROS et al., 2010; ADAMS;
WARNER; NOR, 2013). Acomete, principalmente, pacientes entre a terceira e quinta décadas
de vida, com idade média de 45 anos (LUNA, 2006). Alguns estudos demonstram preferéncia
pelo sexo feminino (AUCLAIR; GOODE; ELLIS, 1992; BOAHENE et al., 2004; RAPIDIS et
al., 2007; BAl et al., 2013). A pardtida é a glandula maior mais afetada; das glandulas salivares
menores, 0 palato é o local mais frequentemente acometido (LOYOLA et al., 1995; LUNA,

2006; BAI et al., 2013). Clinicamente, apresenta-se como um crescimento nodular indolor,
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porém em alguns casos, outros sintomas como dor, ulceracdo e sangramento podem estar
presentes (LOYOLA et al., 1995; BOAHENE et al., 2004).

Histologicamente, é composto por proporcdes variadas de células epidermoides,
mucosas, intermediarias, colunares e claras, arranjadas em grupos ou distribuidas
aleatoriamente ou, ainda, dispostas entre formacdes cisticas (BARNES et al., 2005; LUNA,
2006). De acordo com as caracteristicas morfoldgicas e citoldgicas, sdo classificados em
tumores de baixo, intermediario e alto grau de malignidade (RAPIDIS et al., 2007; MCHUGH
et al., 2012). Os tumores de baixo grau sdo caracterizados por proeminente formacao cistica,
raras areas celulares sélidas e grande proporcdo de células mucosas. O grau intermediario
apresenta predominio de células intermediarias dispostas em ilhas e pouca formacéo cistica.
Em neoplasias de alto grau predomina areas solidas compostas por células epidermoides e
intermediarias, com presenca de atipia, anaplasia, multiplas mitoses e necrose (LUNA, 2006;
TRIANTAFILLIDOU et al., 2006a; TROSMAN et al., 2014).

O prognostico do paciente esta diretamente relacionado a forma de tratamento, as
caracteristicas clinicas e principalmente ao grau histologico da neoplasia. Os tumores de baixo
grau de malignidade apresentam uma menor agressividade, e melhor prognéstico, enquanto que
as neoplasias de alto grau possuem grande potencial invasivo e metastatico, reduzindo a
sobrevida do paciente (GOODE; AUCLAIR; ELLIS, 1998; LUNA, 2006; MCHUGH et al.,
2012).

O tratamento indicado para o CME de baixo grau de glandula salivar é a excisdo
cirdrgica local. Em casos de tumores de alto grau é indicada a cirurgia radical com resseccéo
Ossea e a associacdo da cirurgia com a radioterapia, porém esse tumor aparenta ser

radioresistente (TRIANTAFILLIDOU et al., 2006a; TROSMAN et al., 2014).
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2.4 CARCINOMA ADENOIDE CISTICO

O carcinoma adendide cistico (CAC) é um tumor epitelial maligno que acomete
principalmente as glandulas salivares menores, sendo comum também na glandula parétida e
sublingual (SOARES et al., 2008; BARROS et al., 2010; MOSKALUK, 2013). Pode
desenvolver-se em diversas regides, incluindo glandulas salivares, arvore brénquica, es6fago,
glandula lacrimal, pele e mama (KHAN et al., 2001; MOSKALUK, 2013). Ocorre em uma
ampla faixa etaria, com maior incidéncia entre a quarta e sexta décadas de vida. As mulheres
s&o acometidas com maior frequéncia do que os homens (GIANNINI et al., 2006; LUKSIC et
al., 2014). Apresenta crescimento lento e invasivo, podendo desenvolver dor, inchaco,
ulceracéo e paralisia do nervo facial (GARCIA DE MARCOS et al., 2008), sendo caracterizado
por alta taxa de recorréncia, invasao perineural e metastases a distancia (TRIANTAFILLIDOU
et al., 2006b; SOARES et al., 2008; LUKSIC et al., 2014).

Uma caracteristica marcante do CAC é a sua capacidade de invadir tecido nervoso
(WAAL, 1990; AMIT et al., 2014). A invasdo perineural é definida como a presenca de células
tumorais viaveis no espaco perineural, enquanto que a invasao intraneural é a presenca de
células tumorais no interior do feixe nervoso, com ou sem destrui¢do do axénio (AMIT et al.,
2014). Rapidis et al. (2005) afirmam que a invasao perineural facilita o desenvolvimento de
metastases, afetando negativamente no controle local e na sobrevida do paciente. Por outro
lado, Amit et al. (2014) sugerem que a invasao intraneural, e ndo a invasao perineural, esta
associada a um pior prognostico.

Histologicamente, é composto por células epiteliais e mioepiteliais dispostas em lencdis,
ninhos solidos, tubulos ou estruturas cribriformes e o estroma apresenta material hialino ou
mucoso exibindo ainda estruturas semelhantes a cistos (BARNES et al., 2005; GARCIA DE
MARCOS et al., 2008; BRAZAO-SILVA et al., 2013). De acordo com o padrio de

crescimento, o CAC é classificado em: cribriforme, tubular e sélido, sendo que um tumor pode
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conter dois ou mais subtipos (BRADLEY, 2004; SOARES et al., 2008; VIDYALAKSHMI,
ARAVINDHAN, 2014). O padrao cribriforme é o mais comum, ¢ conhecido como “queijo
suico” devido a grande presenga de estruturas pseudocisticas. O padrdo tubular apresenta
estruturas semelhantes a ductos e, por fim, o padrdo sélido que apresenta pouca ou nenhuma
estrutura pseudocistica e exibe maior pleomorfismo celular e atividade mitética quando
comparado com os demais padroes (GIANNINI et al., 2006; VIDYALAKSHMI,
ARAVINDHAN, 2014).

Os subtipos histologicos apresentam comportamentos biologicos distintos que
proporcionam prognosticos diferentes. O padréo cribriforme e tubular apresentam melhores
prognosticos, enquanto que o padrdo solido apresenta pior prognostico com maior risco de
metastase (BRADLEY, 2004; GIANNINI et al., 2006; SHEN et al., 2012).

Existem varias possibilidades para o tratamento do CAC: a cirurgia, a quimioterapia, a
radioterapia e a terapia combinada, sendo esta Ultima o tratamento de escolha para a maioria
dos casos (SOARES et al., 2008; SHEN et al., 2012). O acompanhamento, de qualquer que seja
0 caso, e necessario devido ao alto indice de recorréncia e metdstases a distancia

(TRIANTAFILLIDOU et al., 2006b; MOSKALUK, 2013).

2.5 VIA SONIC HEDGEHOG (Hh)

O gene Hedgehog foi inicialmente identificado durante o desenvolvimento embrionario
de moscas do género Drosophila (NUSSLEIN-VOLHARD; WIESCHAUS, 1980). Em
humanos, a via Hh participa ativamente do desenvolvimento embrionario de diversos 6rgaos
(INGHAM; MCMAHON, 2001), incluindo as glandulas salivares (JASKOLL et al., 2004),
entretanto, em tecidos adultos, a via encontra-se inativa (INGHAM; MCMAHON, 2001,

AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013).
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S8o encontrados trés ligantes hedgehog: Indian hedgehog (IHH), Desert hedgehog
(DHH) e Sonic hedgehog (SHH) (PEPINSKY et al., 2000). Tais ligantes possuem afinidade
semelhante pelos receptores transmembranicos e ativam as mesmas cascatas de sinalizagéo.
Acredita-se que a diferenca entre esses ligantes seja a especificidade tecidual e o nivel de
expressdo em cada tecido (MERCHANT, 2012). Além dos ligantes, a via Hh é composta por
um receptor transmembranico Patched (PTCH), uma proteina transmembranar smoothened
(SMO) e fatores de transcricdo da familia de oncogenes homdlogos associados ao glioma
(GLI1, GLI2 E GLI3) (INGHAM; MCMAHON, 2001; RUIZ | ALTABA; SANCHEZ;
DAHMANE, 2002; COHEN, 2003; MA; XIAO; HE, 2008; TZELEPI et al., 2011; AMAKYE;
JAGANI; DORSCH, 2013). Todos os componentes da via Hh s@o sintetizados como
precursores inativos, que ap0s a clivagem autocatalitica de dominios especificos ou
fosforilagédo, tornam-se ativos (WONG; REITER, 2009; MERCHANT, 2012).

Os componentes da via Hh se localizam dentro ou préximo de uma organela especifica,
chamada de cilio primario. Os cilios primarios sdo extensdes do citoesqueleto, formados por
microtubulos que se projetam a partir da membrana plasmatica da maioria das células. S&o
estruturas dindmicas que sdo reabsorvidas durante a progressdo do ciclo celular e se estendem
na interfase (MICHAUD; YODER, 2006; WONG; REITER, 2009; AMAKYE; JAGANI;
DORSCH, 2013). Cada ceélula possui apenas um cilio primario (MERCHANT, 2012). Nos
Gltimos anos, o cilio primario tem sido considerado uma organela importante, uma vez que
desempenha funcdes na detecc¢do e na integracdo de sinais das vias de sinalizacédo celular, como
avia Hh (WONG; REITER, 2009).

Na auséncia do ligante, o receptor PTCH se localiza no cilio priméario e reprime a
atividade de SMO, impedindo a sua ativacdo e seu deslocamento para o interior do cilio. Na
presenca do SHH, o PTCH é deslocado para fora do cilio, permitindo a ativacdo de SMO e seu

acumulo no interior do cilio. O SMO ativado desencadeia uma cascata de sinalizacdo que
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resulta na ativacdo dos fatores de transcricdo GLI a partir da liberacdo do complexo de proteinas
inibidoras (supressor de fused (SUFU), Costal-2 (COS2) e Fused (FU)). Os fatores de
transcricdo GLI ativados sdo translocados para o nicleo, onde induzem a expressdo de varios
genes que regulam a proliferagéo, a diferenciacdo, a angiogénese e as interagcdes extracelulares
envolvidas no desenvolvimento e manutencdo tumoral, tais como CyclinD1, c-MYC, BCL2 e
SNAIL. Além disso, outros genes alvo da via Hh constituem mecanismos de feedback positivo,
como o GLI1, e feedback negativo, como PTCH e HHIP. (INGHAM; MCMAHON, 2001,
RUIZ | ALTABA; SANCHEZ; DAHMANE, 2002; COHEN, 2003; MA; XIAO; HE, 2008;
MIMEAULT; BATRA, 2010; TZELEPI et al., 2011; AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013)

(FIGURA 1).
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Figura 1: Desenho esquematico dos componentes da via Hh. Em (a) sem o ligante e em (B) com a
presenca do SHH (FONTE: AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013).
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A ativacdo da via Hh induzida pela interacdo entre ligante-receptor € conhecida como
via classica. Porém, a via Hh pode se tornar ativa independente do ligante, a qual ocorre através
de mecanismos de ativacdo posteriores ao SMO, sendo conhecida como via alternativa ou

SMO-independente. Algumas possiveis causas para essa ativacdo independente de ligante sdo:
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alteracBGes genéticas, superexpressdo de proteinas ciliares e interacdes com outras vias de
sinalizacGes independentes (BLOTTA et al., 2012).

Os fatores de transcricdo GLI1, GLI2 e GLI3 apresentam fungdes distintas. A funcéo de
repressor transcricional depende em grande parte do GLI3, enquanto que o papel de ativador
transcricional é exercido pelo GLI2. Um dos alvos da via de sinalizacdo Hh é a ativacdo do
GLI1, que também atua como um ativador transcricional. Portanto, o GLI1 é utilizado como
um indicador de ativacdo da via Hh (MERCHANT, 2012; YAN et al., 2013).

As proteinas SHH, SMO, GLI1 e GLI2 sdo reguladores positivos da via Hh, enquanto
HHIP, SUFU, GLI3 e a familia de receptores PTCH sdo reguladores negativos. Em uma
variedade de tumores, a via Hh esta ativada de forma aberrante, uma vez que reguladores
positivos estdo ativados e/ou reguladores negativos estdo inativados (KATOH; KATOH, 2009).

Atualmente, estudos tém associado a via Hh com o desenvolvimento tumoral e tém
evidenciado a ativacdo aberrante da via Hh em diversas neoplasias, como em carcinomas de
mama (IM et al., 2013), esdfago (YANG et al., 2012a), pancreas (HAO et al., 2013), figado
(CHENG et al., 2009), prostata (KIM et al., 2011) e tumores odontogénicos (GURGEL et al.,
2014). Portanto, a inibicdo da via Hh, pode ser uma estratégia para o tratamento do cancer

(MAS; RUIZ | ALTABA, 2010).

2.6 TRANSDUTOR DE SINAL E ATIVADOR DA TRANSCRICAO 3 (STAT3)

STAT ¢ uma familia de fatores de transcricdo citoplasmaticos latentes, que se ativam
por meio de fosforilacdes (DARNELL, 1997). Mais de 40 ligantes diferentes podem causar a
ativacdo da STAT, através de receptores de citocinas associados a Janus Quinase (JAK),
receptores de fatores de crescimento tirosina quinase, receptores transmembranicos acoplados

a Proteina G, bem como non-receptor tirosina quinase (nRTKS) e interleucina 6 (GARCIA et
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al., 1997; BROMBERG et al.,, 1999; SUBRAMANIAM et al., 2013). Atualmente, sete
proteinas STATs (STAT1-4, 5a, 5b, e 6) foram identificadas (GAO et al., 2012).

A via Janus JAK-STAT foi identificada no inicio de 1990, como uma cascata de
sinalizacdo chave na mediacdo de sinais derivados de citocinas em mamiferos (DARNELL;
KERR; STARK, 1994). Apds ligacdo com o receptor, as citocinas induzem a dimeriza¢do do
receptor e subsequente dimeriza¢do da JAK associada ao receptor. As JAKs autofosforilam-se
e, em seguida, o complexo receptor-JAK fosforilado recruta e fosforila varias proteinas STATS.
As STATSs fosforiladas formam homodimeros ou heterodimeros via seus dominios Src e séo
translocadas para o nacleo, onde induzem a transcricdo de genes alvos. Posteriormente, as
STATS sdo inativadas por desfosforilacdo e retornam para o citoplasma (DARNELL; KERR;
STARK, 1994; ZHONG; WEN; DARNELL, 1994; LEONARD; SHEA, 1998; YANG et al.,

2012b; PANDURANGAN; ESA, 2014) (FIGURA 2).
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Figura 2: Desenho esquematico da ativacdo do STAT (FONTE: MIKLOSSY; HILLIARD;
TURKSON, 2013).
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A ativacdo de STAT-3 é regulada negativamente por varios mecanismos, dentre eles:
o0s supressores de sinalizacdo de citocinas (SOCS), o inibidor da STAT ativada (PIAS), as
fosfatases e a degradacdo via proteossomo dependente de ubiquitina (AGGARWAL et al.,
2009). As proteinas SOCS, se ligam ao sitio de ativacdo de JAK, blogueando a fosforilacdo e
ativacdo de STAT-3. Por outro lado, as PIAS séo fatores nucleares capazes de interagir com a
STAT-3 fosforilada e bloquear a transcricito (AGGARWAL et al.,, 2009; DEMARIA,
CAMPOREALE; POLLI, 2014).

Um ndmero crescente de linhagens celulares derivadas de tumores, bem como amostras
de neoplasias malignas, contém proteinas STATs constitutivamente ativadas, mais
freqlientemente o STAT3. A ativacdo inapropriada da STAT3 ou a inativacdo de reguladores
negativos podem aumentar a proliferacdo e conduzir a transformacao celular, favorecendo o
desenvolvimento tumoral (BROMBERG et al., 1999; SONG et al., 2003; LI et al., 2007).

A ativacdo aberrante do STAT3 desencadeia a ativacdo de genes envolvidos em funcdes
intrinsecas ao desenvolvimento tumoral, como: a diferenciacdo, expansao e sobrevivéncia de
células tronco tumorais, a proliferacdo, regulacdo da apoptose e da resposta a hipoxia e ao
metabolismo celular. Além disso, a via JAK-STAT3 também participa de aspectos referentes
ao estroma tumoral, incluindo: angiogénese, sobrevivéncia de células endoteliais, infiltracdo de
células imunoldgicas, a ativacdo de células mesenquimais e o desenvolvimento de metastase
(YU; KORTYLEWSKI; PARDOLL, 2007; YU; PARDOLL; JOVE, 2009; BOURNAZOU;
BROMBERG, 2013).

Estudos realizados em diversos tipos tumorais, como cancer de pulmao (SONG et al.,
2003; Ll et al., 2007; XU; LU, 2014), de mama (CHEN et al., 2013; CHUNG et al., 2014), de
ovario (HAN et al., 2013), colorretal (LASSMANN et al., 2007; DOBI et al., 2013) e de
glandula salivar (ARAUJO et al., 2008; NIKITAKIS et al., 2009a, 2009b), tém demonstrado

evidéncias apoiando o papel central da STAT3 no desenvolvimento tumoral.
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2.7VIAHHE STAT3

Assim como a desregulacdo da via Hh, a ativacdo descontrolada da STAT3 também
favorece o desenvolvimento tumoral (BROMBERG et al., 1999; SONG et al., 2003; LI et al.,
2007; SUBRAMANIAM et al., 2013). Dessa forma, estudos tém sido realizados visando
correlacionar a expressdo de componentes da via Hh e STAT3 (LI et al., 2007; SENGUPTA et
al., 2007; YANG et al., 2012D).

Sengupta et al. (2007) observaram em leucemia miel6ide crbnica, que a via de
sinalizacdo Hh induz a fosforilagdo e ativagdo do STAT3, uma vez ativo, 0 STAT3 induz a
expressdo de proteinas que auxiliam no desenvolvimento tumoral, como: Wnt3a, Lefl, Ciclina
D1, p21 e GLI1. Porém, o mecanismo de ativacdo do STAT3 pela via de sinalizacdo Hh ainda
néo foi identificado.

Outro estudo realizado por Li e colaboradores (2007) mostrou que a ativagao persistente
de STAT3 em camundongos transgénicos, desencadeia a inflamacdo e a tumorigénese
espontdnea no pulmao desses animais. Além disso, observou-se que alguns genes de
desenvolvimento, como SHH e TTF-1, estdo aumentados em pulmdo de camundongos
transgénicos que superexpressam STAT3. Com base nesses achados, outro estudo foi realizado
por esse grupo. Na analise imunoistoquimica, observou-se a correlacdo entre o nivel de
expressdo de STAT3 fosforilada e componentes da via Hh em adenocarcinomas de pulméo e
em hiperplasia adenomatosa atipica, sugerindo uma relacdo entre essas duas vias. No entanto,
apos cotransfeccdo de STAT3 e SHH em células H441, nédo foi observada correlacdo direta
entre essas vias. Porém, novos ensaios de cotransfeccdo demonstraram que o fator de
transcricdo TTF-1 atuou como um mediador entre STAT3 e a ativacdo dos genes da via Hh,

sugerindo um mecanismo de regulacdo indireta (YANG et al., 2012b).
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2.8 PROTEINA DE MANUTENCAO DO MINICROMOSSOMO 3 (MCM3)

A familia de proteinas de manutencdo do minicromossomo (MCM), composta por seis
membros (MCM2-7), é um grupo de proteinas de ligacdo ao DNA que desempenha um papel
importante na iniciacdo e regulacdo da replicacdo do DNA e na progresséo do ciclo celular em
celulas eucaridticas (FORSBURG, 2004; LEE et al., 2010; ASHKAVANDI et al., 2013).

A proteina MCM3 esté fortemente envolvida na regulacéo da replicacdo do DNA, sendo
expressa em células que estdo em divisdo, enquanto que em células quiescentes ocorre a perda
de expressdo. Portanto, as proteinas MCM3 sdo consideradas uma nova classe de marcadores
de proliferacdo celular (MADINE et al., 2000; FORSBURG, 2004; DE ANDRADE et al.,
2013).

Um estudo realizado por Endl et al. (2001) demonstrou que o anticorpo anti-MCM3
detecta células em proliferacdo, bem como as células que ja cessaram a proliferacdo mas que
ndo estdo totalmente diferenciadas. Recentemente, Lameira e colaboradores (2014) realizaram
um estudo em displasias orais e carcinoma escamocelular oral, sugeriram que o0 MCM3 pode
ser um bom marcador de proliferacdo e diferenciacdo celular. Além disso, Ashkavandi e
colaboradores (2013) analisaram a expressdo imunoistoguimica do MCM3 em tumores
benignos e malignos de glandula salivar, e concluiram que o MCM3 pode ser um novo
marcador de proliferacdo em tumores de glandulas salivares, e ainda, que 0 MCM3 pode ser

utilizado para o diagnostico diferencial entre tumores de glandulas salivares.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL
Estudar os componentes da via Hh (SHH, HHIP, SUFU e GLI1), STAT3 e MCM3 em
tumores de glandula salivar (adenoma pleomorfico, carcinoma mucoepidermoide e carcinoma

adendide cistico).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a presenca e localizacdo de componentes da via Hh (SHH, HHIP, SUFU e
GLI1), e semi-quantificar a expressdo desses componentes em tumores de glandula
salivar (adenoma pleomorfico, carcinoma mucoepidermdide e carcinoma adendide
cistico).

e Identificar a presenca e localizacdo de STATS3, e semi-quantificar a expressao dessa
proteina em tumores de glandula salivar em tumores de glandula salivar (adenoma
pleomorfico, carcinoma mucoepidermdide e carcinoma adendide cistico).

e ldentificar a presenca e localizacdo de MCM3, e semi-quantificar a expressao dessa
proteina em tumores de glandula salivar (adenoma pleomdrfico, carcinoma
mucoepidermdide e carcinoma adendide cistico).

e Verificar se existe correlacdo entre a presenca dos componentes da via Hh, 0o STAT3 e
0 MCM3 em tumores de glandula salivar (adenoma pleomorfico, carcinoma

mucoepidermoide e carcinoma adendide cistico).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal descritivo de uma série de casos.

4.2 SELECAO DOS CASOS

Apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CAAE:33413414.0.0000.5024,
Parecer: 784.874), foram utilizados 9 casos de adenoma pleomorfico, 20 casos de carcinoma
mucoepidermoide e 17 casos de carcinoma adendide cistico, obtidos dos arquivos do Servigo
de Anatomia Patologica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
(FOUFBA), do Hospital Aristides Maltez (Salvador-Ba) e do Hospital AC Camargo (Sé&o
Paulo-SP). Os dados clinicos referentes a idade, sexo, localizacdo anatbmica e tamanho da leséo
foram obtidos a partir das fichas de exames anatomopatoldgicos (ANEXO 1).

Para analise histoldgica, cortes de 5 micrémetros (um) de espessura foram obtidos dos
espécimes fixados em formol e emblocados em parafina. As ldaminas referentes a cada caso
foram coradas em hematoxilina/eosina (H/E) e submetidas a novo exame histolégico sob
microscopia de luz. Todos os casos deste estudo foram enquadrados de acordo com os critérios
da OMS (BARNES et al., 2005).

Em adicdo, também foram descritas e analisadas areas de glandula salivar

morfologicamente normal, localizadas adjacentes aos tumores.

4.3 TECNICA IMUNOISTOQUIMICA
Para realizacdo da técnica imunoistoquimica foram realizados cortes de 3um de
espessura, a partir do material embebido em formol e emblocados em parafina, sendo os cortes

estendidos sobre laminas de vidro previamente silanizadas. Foi utilizado o sistema EnVision
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Advance® (Dako Corporation, Carpinteria, USA). Os cortes foram desparafinados em dois
banhos de xilol durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram re-
hidratados em dois banhos de alcool absoluto durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Apos lavagem em &gua corrente e dois banhos em agua destilada, as Iaminas receberam
tratamento para recuperagdo antigénica em banho-maria. Apds 0s cortes retornarem a
temperatura ambiente, foram novamente lavados em agua corrente, seguidos do bloqueio da
peroxidase enddgena tecidual, realizado em solucdo de perdéxido de hidrogénio a 3% e agua
destilada, por 10 minutos, protegido da luz.

Repetida a lavagem em agua corrente e agua destilada, as laminas foram imersas em
trés banhos sequenciais: solugdo de TRIS HCI por 5 minutos, solucdo de TRIS-TRITON por 5
minutos e agua destilada por 5 minutos. Em seguida, os anticorpos foram diluidos com solugéo
redutora de background (Dako Corporation, Carpinteria, USA), aplicados sobre os cortes e

encubados por 18h (overnight) a 4°C (TABELA 1).

TABELA 1: Anticorpo, marca, clone, dilui¢cdo recuperagédo antigénica e controle positivo.

Anticorpo Marca Clone Diluicéo Rzzl:f; er:(éio Controle Positivo
Anti-SHH Novus Biologicals 5H4 1:1000 Citrato pH 6,0 Placenta
Anti-HHIP Sigma policlonal 1:200 Citrato pH 6,0 Placenta
Anti-GLI1 Novus Biologicals policlonal 1:600 Citrato pH 6,0 Placenta
Anti-SUFU Santa Cruz policlonal 1:100 Citrato pH 6,0 Placenta
Anti-STAT3 Santa Cruz F-2 1:100 Citrato pH 6,0 Carcinoma Pulmonar
Anti-MCM3 Dako 101 1:50 EDTAph9,0 Carcinoma de Mama

Em seguida, as laminas foram imersas em dois banhos de solucdo de TRIS-HCI durante
5 minutos cada, e, entdo, foi aplicado o sistema polimérico EnVision Advance (Dako
Corporation, Carpinteria, USA), a temperatura ambiente, durante 20 minutos em HRP link e

20 minutos em HRP enzyme.
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Esta etapa foi sucedida por nova imersdo em solugcdo de TRIS-HCI, como ja descrito
anteriormente. Para revelacdo da reagao foi empregado o DAB (3,3’- diaminobenzidina, Dako
Corporation, Carpinteria, USA) em cadmara escura por 5 minutos. Em seguida, apés nova
lavagem em &gua destilada, as sec¢Bes teciduais foram contracoradas com hematoxilina de
Harris por 5 minutos e novamente lavadas. Apés desidratacédo e diafanizagdo, as laminas foram
montadas com Béalsamo do Canada.

Cada reacdo foi conferida com o respectivo controle (TABELA 1). Para o controle

negativo, o anticorpo primario foi substituido por solucao de TRIS-HCI.

4.4 EXAME IMUNOISTOQUIMICO

A analise das celulas marcadas positivamente foi realizada por dois observadores
previamente calibrados, através de microscopia de luz de alta definicdo (AXIOSTARPLUS,
ZEISS, Germany 2008).

Para 0 exame imunoistoquimico dos anticorpos SHH, HHIP, GLI1, SUFU e STATS3, 0s
casos foram classificados de acordo com a intensidade e a propor¢do de marcacdo. A
intensidade foi classificada em: escore 0 = sem coloracdo, escore 1 = coloracgéo discreta, escore
2 = coloracdo moderada e escore 3 = coloracdo intensa. A propor¢do de marcacdo foi definida
como a percentagem de células marcadas (0 = 0-10%, 1 = 11-25%, 2 = 26-50%, 3 = 51-75%, 4
= 76-100%). O indice de marcacdo (IM) foi calculado através da multiplicacdo da intensidade
(0-3) pela proporcédo (de 0 a 4), como segue: IM = Intensidade de marcagdo X Proporcdo de
células marcadas. Em seguida, classificamos a expressdo de proteinas por IM: negativo (-) para
IM=0, baixa expressao (1+) para IM entre 1 e 4, alta expressdo (2+) para IM entre 5 ¢ 8, e
superexpressdo (3+) para IM entre 9 e 12 (adaptado de DULTRA etal., 2012; YAN et al., 2013;

DONG et al., 2014; WEI et al., 2014) (ANEXO 2).



37

Para 0 MCM3, foi realizada a contagem manual das células marcadas positivamente e
das células negativas, em aumento de 400x em 10 campos, e transferidas para um monitor de
video por um sistema computadorizado. Ap6s a captura através de uma camera digital
(AXIOCAM ICc3, ZEISS, Germany 2008), os casos foram analisados utilizando-se de um
software (IMAGEJ 1.48v, NIH Image, USA, 2014). Em seguida, foi feita uma porcentagem de
células marcadas em relacdo ao total de células presentes por campo. Para possibilitar a
comparacao com os demais anticorpos, a porcentagem obtida através da contagem para o0
MCMB3 foi classificada em escores, como descrito anteriormente (0 = 0-10%, 1 = 11-25%, 2 =
26-50%, 3 = 51-75%, 4 = 76-100%) e multiplicada pela intensidade de marcagéo.

Para todas a proteinas, foi realizada a analise da marcacdo estromal, utilizando o indice
de marcacdo (IM), como descrito anteriormente.

Além disso, a marcacéo foi classificada de acordo com a sua localizagdo: membranar
e/ou citoplasmatica para o SHH, HHIP e SUFU, nuclear e/ou citoplasmatica para o0 STAT3 e
GLI1, e nuclear para MCM3. Também foram descritos os tipos celulares positivamente

marcados.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica das imunomarcac¢6es dos anticorpos (SHH, HHIP, SUFU, GLI1,
STAT3 e MCM3) nos diferentes tipos tumorais (AP, CAC e CME) foi aplicado o teste Qui-
quadrado. Em seguida, para possibilitar a comparacdo da imunomarcacao entre dois grupos de
tumores, os indices de marcacdo (IM) foram categorizados em dois grupos: alta
imunoexpressdo (2+ e 3+) e baixa imunoexpressao (- e 1+), e aplicado o teste exato de Fisher.
Para correlacdo entre os componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 foi realizado o Coeficiente
de correlacdo de Spearman. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes

quando p<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 IMUNOMARCAC}AO DE SHH

Em areas de glandula salivar normal adjacentes ao tecido tumoral, houve marcacao
citoplasmatica e granular das células ductais, enquanto que 0s &cinos Serosos raramente
apresentaram marcacdo (FIGURA 3A, Be C).

No AP, a maioria dos casos (n=8) apresentou superexpressao de SHH (TABELA 2).
Observou-se marcacgéo citoplasmatica de celulas luminais e de algumas células mioepiteliais
(FIGURA 3D, E e F). Notou-se ainda, marcacdo citoplasmatica em areas de metaplasia
escamosa e em areas condroides.

No CAC, o IM variou bastante entre os casos (TABELA 2). Observou-se marcacdo
citoplasmatica das células luminais do padréo tubular e em areas cribriformes (FIGURA 3G, H
e I). Em alguns casos, notou-se a marcacdo de glicoproteinas de membrana. Por vezes,
observou-se marcacdo de vasos e fibroblastos.

No CME, grande parte dos casos apresentou alta expressdo (n=9) e superexpressao
(n=9) de SHH (TABELA 2). Houve marcacdo citoplasmatica de células claras e epidermdides
em areas mais sélidas. Em areas cisticas, houve marcacdo de células epidermdides basais e
parabasais (FIGURA 3J, L e M). Em um caso, observou-se areas de marcacdo aberrante em
nucleo. No estroma, observou-se marcacdo de células inflamatdrias, foliculos linfoides e

fibroblastos.

5.2 IMUNOMARCACAO DE GLI1
Em éareas de glandula salivar normal adjacentes ao tecido tumoral, observou-se
marcacdo nuclear e citoplasméatica de células ductais. Por vezes, observou-se marcagdo

citoplasmatica de acinos serosos (FIGURA 4A).
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No AP, a marcacdo nuclear de GLI1 variou entre baixa expressdo (n=4) e
superexpressdo (n=3) (TABELA 2). Quando presente, a marcacdo nuclear foi observada em
células mioepiteliais plasmocitdides e em células luminais, enquanto que as células mais
externas dos ductos apresentaram marcacao citoplasmatica. Observou-se marcacdo nuclear em
areas de metaplasia escamosa. Por vezes, observou-se marcacdo de matriz extracelular
(FIGURA 4B, Ce D).

No CAC, um numero elevado de casos apresentou superexpressao (n=9) de GLI1
nuclear (TABELA 2). A marcacao foi nuclear em células luminais de areas tubulares e em areas
cribriformes. Por vezes, observou-se marcacdo nuclear de células angulares. Raramente, foi
observada discreta marcagdo de matriz extracelular (FIGURA 4E, F e G).

No CME, houve um predominio de alta expressdo e superexpressao (n=15) para GLI1
nuclear (TABELA 2). A marcacdo foi nuclear e granular para células claras em areas mais
solidas. Em areas cisticas, observou-se um predominio de marcacdo nuclear de células basais e
parabasais, bem como a marcacdo nuclear de células caliciformes. No estroma tumoral, notou-

se a marcacao de alguns vasos sanguineos e fibroblastos (FIGURA 4H, | e J).

5.3 IMUNOMARCACAO DE SUFU

Em éareas de glandula salivar normal adjacentes ao tecido tumoral, observou-se
marcacdo citoplasmatica de células ductais, e auséncia de marcacdo nos A&cinos Serosos
(FIGURA5A).

No AP, os IMs variaram entre alta expressao (n=4) e superexpressdo (n=4) de SUFU
(TABELA 2). Houve marcacdo citoplasmatica de células luminais e de células mioepiteliais
plasmocitoides. Observou-se marcacdo citoplasmatica em areas de metaplasia escamosa e em

areas condroides. No estroma, ocorreu marcagéo celular e da matriz (FIGURA 5B, C e D).
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No CAC, o IM para o SUFU foi bastante variado entre os casos (TABELA 2).
Observou-se marcacgdo citoplasmatica das células luminais em &reas tubulares e cribriformes.
Notou-se, também, marcagdo estromal (FIGURA 5E, F e G).

No CME, houve um predominio de alta expressdo (n=8) de SUFU (TABELA 2).
Observou-se marcacdo citoplasmatica de células epidermdides e de células claras em areas
solidas. E em areas cisticas houve marcacdo de células epidermdéides basais e parabasais. No

estroma, notou-se a marcagdo de células inflamatorias e fibroblastos (FIGURA 5H, 1 e J).

5.4 IMUNOMARCACAO DE HHIP

Em éareas de glandula salivar normal adjacentes ao tecido tumoral, observou-se
marcacdo citoplasmatica de células ductais e auséncia de marcacdo Nnos &cinos Serosos
(FIGURA 6A).

No AP, observou-se IMs variados, desde negativo até superexpressdao de HHIP
(TABELA 2). Houve marcacdo citoplasmatica de células luminais e de células mioepiteliais
plasmocitoides. Observou-se marcacgéo citoplasmatica de células com diferenciacdo condréide
e em areas de metaplasia escamosa. Em areas mixoides, notou-se marcacao citoplasmatica de
células na matriz (FIGURA 6B, C e D).

No CAC, grande parte dos casos apresentou superexpressao (n=10) de HHIP (TABELA
2). A marcacao foi citoplasmatica e granular. Observou-se também marcacdo estromal
(FIGURA 6E, F e G).

No CME, a maioria dos casos apresentou alta expressao (n=9) de HHIP (TABELA 2).
Ocorreu um predominio da marcacdo citoplasmatica de células claras, de células intermediarias
e de células epidermoides. Houve ainda marcacdao de células basais e suprabasais de areas
cisticas. No estroma, observou-se marcacgéo de fibroblastos e vasos sanguineos (FIGURA 6H,

lel).
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55 IMUNOMARCACAO DE STAT3

Em areas de glandula salivar normal adjacentes ao tecido tumoral, raramente houve
marcacao das células ductais, e quando presente, esta foi citoplasmatica (FIGURA 7A).

No AP, todos os casos foram negativos (n=9) para marcacdo nuclear de STAT3
(TABELA 2). Quando presente, a marcacdo foi citoplasmatica de células mioepiteliais
plasmocitdides e células luminais. Ndo foi observada marcacdo em areas de metaplasia
escamosa. A matriz extracelular ndo apresentou marcagdo (FIGURA 7B e C).

No CAC, muitos casos apresentaram alta expressdo (n=8) para o STAT3 nuclear
(TABELA 2). A marcacéo foi predominantemente nuclear em areas solidas e de células mais
internas do padrdo tubular e cribriforme. N&o foi observada marcacdo de matriz extracelular
(FIGURA 7D e E).

No CME, houve um predominio de casos negativos (n=18) para o STAT3 nuclear
(TABELA 2). Contudo, grande parte dos casos apresentou marcacao citoplasmatica de células
epidermoides e de células claras em areas mais solidas. E em areas cisticas, observou-se
marcacdo citoplasmatica de células basais, suprabasais e de células proximas ao lumen
(FIGURA 7F e G). Células caliciformes também apresentaram marcacdo. Observou-se

marcacao de células inflamatdrias.

5.6 IMUNOMARCACAO DE MCM3

Em areas de glandula salivar normal adjacentes ao tecido tumoral, ndo foi observada
marcacao para 0 MCM3 (FIGURA 8A).

No AP, a maioria dos casos foi negativa (n=6) para a marcacao nuclear de MCM3
(TABELA 2). Quando presente, a marcacao foi em células mioepiteliais plasmocitdides e em

células luminais de alguns ductos. N&o houve marcagdo de matriz extracelular (FIGURA 8B).
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No CAC, um numero elevado de casos apresentou alta expressao (n=8) nuclear de
MCM3 (TABELA 2). A marcacdo foi observada em células luminais de &reas tubulares e
cribriformes. N&o foi observada marcacdo de matriz extracelular (FIGURA 8C).

No CME, houve um predominio de casos negativos (n=12) para 0 MCM3 (TABELA
2). Quando presente, a marcagdo foi em células claras em &reas mais sélidas. Em &reas cisticas,
observou-se um a marcacao de células basais e parabasais. Na matriz extracelular, ndo foi

observada marcacdo (FIGURA 8D).

Tabela 2: indices de marcagdo (IM) dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 nos tumores
de glandula salivar.

SHH GLI SUFU
- +1 +2 +3 - +1 +2 +3 - +1 +2 +3
AP (n=9) 0 1 0 8 1 4 1 3 0 1 4 4
CAC(n=17) 3 6 3 5 0 3 5 9 2 5 3 4
CME(n=20) 0 2 9 9 2 310 5 0 1 8 2
HHIP STAT3 MCM3
- 41 42 43 - 41 42 43 - 41 +2 +3

APn=9) 2 3 3 1 9 0 0 0O 6 3 0 0
CAC(h=17) 3 2 2 10 4 4 8 1 5 4 8 0

CMEM=20) 3 3 9 5 18 0 1 1 12 6 1 1
(- = negativo; +1 = baixa expressdo; +2 = alta expressao; +3 = superexpressao)
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Figura 3: Imunomarcacdao de SHH. Glandula salivar normal: (A, B e C) Marcacao citoplasmatica de

células ductais glandulares; observar auséncia de marcagdo nos &cinos serosos. Adenoma Pleomorfico:
(D) Forte marcacdo em células mioepiteliais, (E) em células luminais de estruturas ductais e (F) em
areas de metaplasia escamosa. Carcinoma Adendide Cistico: (G) Marcacdo citoplasméatica no padrdo
tubular, (H e I) em células luminais das estruturas tubulares. Carcinoma mucoepidermdide: (J) Discreta
marcacdo citoplasmatica de células claras, (L) forte marcagdo de células intermediérias e (M) marcagéo
citoplasmatica de células escamoides em espaco cistico.
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Figura 4: Imunomarcacgdo de GLI1. Glandula salivar normal: (A) Marcagdo predominantemente nuclear
de células ductais glandulares; observar auséncia de marcacdo nos &cinos serosos. Adenoma
Pleomorfico: (B) Lencol de células mioepiteliais exibindo marcacéo predominantemente citoplasmatica,
(C) células ductais com predominio de marcacdo nuclear e (D) marcacdo nuclear das células
mioepiteliais. Carcinoma Adendide Cistico: (E e F) Marcagao nuclear em areas cribriformes do CAC e
(G) em érea mais solida. Carcinoma Mucoepidermoide: (H) Marcag&o nuclear em area solida no CME,
(1) em células intermediarias e (J) em células escamoides em espago cistico.
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Glandula Normal

Figura 5: Imunomarcacéo de SUFU. Glandula salivar normal: (A) Marcacao citoplasmatica de células

ductais glandulares; observar auséncia de marcagdo nos &cinos serosos. Adenoma Pleomorfico: (B)
Marcacdo citoplasmatica em células luminais de estruturas ductais, (C) em células mioepiteliais e (D)
em areas de metaplasia escamosa. Carcinoma Adendide Cistico: (E) Padréo cribriforme com pequenos
lumens imunopositivos, (F) detalhe da figura anterior, (G) marcacdo citoplasmética em celulas luminais
de estruturas ductais. Carcinoma Mucoepidermdide: (H) Marcagdo citoplasmatica de células
epidermadides, (1) de células intermediérias e (J) de células escamdides em espaco cistico.
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Glandula Normal

Figura 6: Imunomarcagdo de HHIP. Glandula salivar normal: (A) Marcacdo citoplasmatica de células ductais

glandulares; observar auséncia de marcacdo nos &cinos serosos. Adenoma Pleomérfico: (B) Marcacdo
citoplasmatica de células luminais em padrdo tdbulo-trabecular; observar matriz mixoide com células
imunopositivas, (C) marcacdo citoplasmatica de células mioepiteliais e (D) discreta marcacdo em areas de
metaplasia escamosa. Carcinoma Adenoide Cistico: (E) Marcacdo citoplasmatica de areas cribriformes e tubulares,
(F) detalhe da figura anterior, mostrando marcagdo citoplasmatica em arranjo cribriforme. (G) Detalhe da figura
E, padrdo tubular com células imunomarcadas. Carcinoma Mucoepidermdide: (H) Marcagdo citoplasmatica
discreta de células claras. (I) Area cistica com discreta marcagdo citoplasmatica de células epidermdides e
intermediarias. (J) marcacdo citoplasmatica de células epidermoéides. (H, | e J) Observar estroma fibroso contendo
células imunomarcadas.
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Glandula Normal

Figura 7: Imunomarcacdo de STAT3. Glandula salivar normal: (A) Discreta marcacdo citoplasmatica de células
ductais glandulares; observar auséncia de marcacdo nos &cinos serosos. Adenoma Pleomoérfico: (B) Marcacao
citoplasmética de células luminais de estruturas ductais e de células mioepiteliais, (C) observar detalhes.
Carcinoma Adenoide Cistico: (D) Marcacdo nuclear em areas cribriformes, (E) observar detalhes. Carcinoma
Mucoepidermdide: (F) Area sélida com marcagéo citoplasmatica, (G) Area sélida com predominio de células
epidermoides imunomarcadas.
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Figura 8: Imunomarcacdo de MCM3. Glandula salivar normal: (A) Auséncia de marca¢do. Adenoma

Pleomorfico: (B) Acimulo focal de marcacdo nuclear de células mioepiteliais. Carcinoma Adendide
Cistico: (C) Marcacao nuclear em area sélida. Carcinoma Mucoepidermdide: (D) Marcagdo nuclear em
area sdlida.
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5.7 COMPARACAO DA EXPRESSAO DE COMPONENTES DA VIA HH, STAT3
E MCM3 ENTRE OS TUMORES DE GLANDULA SALIVAR

Quando comparada a expressao dos componentes da via Hh entre os trés tipos tumorais
estudados, observou-se uma alta imunoexpressao de SHH no CME (n=18), sendo essa diferenca
estatisticamente significante (Teste Qui-Quadrado) (TABELA 3).

Para o GLI1, foi observada uma alta imunoexpressdo na maioria dos casos de CAC
(n=14) e CME (n=15), e uma baixa imunoexpressao na maioria dos casos de AP (n=5), porém,
essa diferenca nao foi estatisticamente significante (Teste Qui-Quadrado) (TABELA 3).

Para 0 SUFU, observou-se alta expressdo na maioria dos casos de AP (n=8) e de CME
(n=10), enquanto o CAC apresentou 0 mesmo numero de casos de alta (n=7) e baixa (n=7)
imunoexpressdo, contudo, essa diferenca ndo foi estatisticamente significante (Teste Qui-
Quadrado) (TABELA 3).

Por fim, observou-se alta imunoexpressao de HHIP nos casos de CAC (n=12) e CME
(n=14), porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significante (Teste Qui-Quadrado)
(TABELA 3). Os dados comparativos de imunoexpressao dos componentes da via Hh entre os
tumores de glandula salivar estdo representados na Figura 9.

Ao comparar a imunoexpressao do STAT3 nos trés tipos tumorais, observou-se uma
alta imunoexpressdo nos casos de CAC (n=9) e baixa imunoexpressdo nos casos de AP (n=9) e
CME (n=18) (FIGURA 10), essa diferenca foi estatisticamente significante (Teste Qui-
Quadrado) (TABELA 3).

Para 0 MCM3, observou-se uma alta imunoexpressdo na metade dos casos de CAC
(n=8) e baixa imunoexpressao em todos os casos de AP (n=9) e na maioria dos casos de CME
(n=18) (FIGURA 11), e essa diferenca foi estatisticamente significante (Teste Qui-Quadrado)

(TABELA 3).
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Tabela 3: Relacdo da expressdo dos componentes da via Hh, do STAT3 e do MCM3 entre 0s
tumores de glandula salivar.

AP CAC CME p Valor
SHH
Baixa Expressao 1 9 2 0.0064*
Alta Expresséo 8 8 18
GLI
Baixa Expressdo 5 3 5 0.0525**
Alta Expressdo 4 14 15
SUFU
Baixa Expressédo 1 7 1 0.1106
Alta Expressao 8 7 10
HHIP
Baixa Expresséo 5 5 6 0.1218
Alta Expressdo 4 12 14
STAT3
Baixa Expressdo 9 8 18 0.0003*
Alta Expressao 0 9 2
MCM3
Baixa Expressédo 9 9 18 0.0257*
Alta Expresséo 0 8 2

*Estatisticamente significante (p<0.05).

**Tendéncia.

Alta Imunoexpressao Baixa Imunoexpresséo
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@l CAC
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>
1
]

c | nl,Inl

SHH GLI1 SUFU HHIP SHH GL1 SUFU HHIP

Figura 9: Namero de casos com alta e baixa imunoexpressao de componentes da via Hh nos diferentes
tumores de glandula salivar.
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Figura 10: NUmero de casos com alta e baixa imunoexpressdo de STAT3 nos diferentes tumores de

glandula salivar.
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Figura 11: Numero de casos com alta e baixa imunoexpressdao do MCM3 nos diferentes tumores de
glandula salivar
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Por fim, foram comparadas as imunomarcagOes de dois tipos tumorais entre si,

utilizando o Teste Exato de Fisher, e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Comparagéo da expressdo de componentes da via Hh, do STAT3 e do MCM3 entre

dois diferentes tipos de tumores de glandula salivar.

Marcador Comparacao p Valor
AP/CAC 0.0873

SHH AP/CME 1.0000
CAC/CME 0.0097*

AP/CAC 0.0781

GLI AP/CME 0.2047
CAC/CME 0.7013

AP/CAC 0.0858

SUFU AP/CME 1.0000
CAC/CME 0.0421*

AP/CAC 0.2341

HHIP AP/CME 0.2371
CAC/CME 1.0000

AP/CAC 0.0094*

STAT3 AP/CME 1.0000
CAC/CME 0.0298*

AP/CAC 0.0234*

MCM3 AP/CME 1.0000
CAC/CME 0.0233*

*Estatisticamente significante (p<0.05).

5.8 COMPARACAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH, DO
STAT3 E DO MCM3 ENTRE OS DIFERENTES GRAUS HISTOLOGICOS DO
CME.

Foram analisados 20 casos de CME, destes, 5 eram de baixo grau, 5 de grau
intermediario e 10 de alto grau. No entanto, as diferencas encontradas entre a expressdo dos
componentes da via Hh, do STAT3 e do MCM3 nos diferentes graus histologicos do CME ndo

foram estatisticamente significante (Teste Qui-Quadrado) (TABELA 5).
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Os tumores de baixo grau apresentaram menores IMs para o SHH, GLI1 e MCM3,
enquanto que para SUFU e HHIP os IMs foram maiores (FIGURA 12).

Observou-se que os tumores de grau intermediario apresentaram IMs elevados para
SHH e GLI1. Por outro lado, para SUFU e HHIP, os IMs variaram desde negativo até
superexpressdo. Para STAT3 e MCM3, os IMs foram negativos (FIGURA 12).

Os tumores de alto grau apresentaram IMs elevados para SHH, GLI1 e HHIP. J& para o
STATS3, a maioria dos casos foi negativa (n=9). Quando comparado com 0s demais graus, 0S

casos de alto grau foram os que apresentaram mais marcacao para MCM3 (n=5) (FIGURA 12).

Tabela 5: Comparacdo dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 entre o0s trés graus
histologicos do CME.

Comparacéo Marcador P Valor

SHH 0.8309

GLI1 0.3352

. . SUFU 0.5883
Baixo/Intermediario/Alto

HHIP 0.2582

STAT3 0.8302

MCM3 0.4242

*Estatisticamente significante (p<0.05)
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Figura 12: Indice de marcacdo (IM) dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 nos diferentes graus do CME.
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5.9 COMPARACAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH, DO
STAT3 E DO MCM3 ENTRE 0OS DIFERENTES TIPOS HISTOLOGICOS DO

CAC.

Foram estudados 17 casos de CAC, destes, 10 eram do tipo cribriforme, 1 do tipo tubular

e 6 do tipo s6lido. No entanto, as diferengas encontradas na expressao dos componentes da via

Hh, do STAT3 e do MCM3 entre os subtipos cribriforme e sélido ndo foram estatisticamente

significante (Teste exato de Fisher) (TABELA 6).

Os 6 casos do tipo sélido apresentaram alta expressdo (n=6) de GLI1. Para os demais

marcadores (SHH, HHIP, SUFU, STAT3 e MCM3), observou-se indices de marcagéo variados,

desde negativo até superexpressao.

Para a variante cribriforme, a maioria dos casos (n=7) apresentaram alta expressdo para

GLI1 e para HHIP, para os demais marcadores (SHH, HHIP, SUFU, STAT3 e MCM3),

observou-se indices de marcacéo variados.

Tabela 6: Comparacao dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 entre 0s tipos histologicos

do CAC.
Cribriforme (n) Sélido (n) p Valor

SHH
Baixa Expressdo 5 4 0.6329
Alta Expressao 5 2

GLI
Baixa Expresséo 3 0 0.25
Alta Expressao 7 6

SUFU
Baixa Expressdo 5 1 1
Alta Expressao 5 3

HHIP
Baixa Expressdo 3 2 1
Alta Expressao 7 4

STAT3
Baixa Expresséo 5 3 1
Alta Expressao 5 3

MCM3
Baixa Expresséo 7 2 0.3024
Alta Expressdo 3 4

*Estatisticamente significante.
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5.10 CORRELAQAO ENTRE OS COMPONENTES DA VIA HH, STAT3 E MCM3
Ao realizar o teste de Correlacdo de Spearman, ndo foi observada nenhuma correlagéo
estatisticamente significante entre SHH/STAT3, GLI1/STAT3, SHH/GLI1 e MCM3/GLI1 nos
tumores estudados (TABELA 6). Contudo, observou-se, no CAC e no CME, que quanto maior

a imunoexpressao de SHH, maior foi a imunoexpressdo de GLI1 (TABELA 7).

Tabela 7: Correlacdo entre os componentes da via Hh, STAT3 e MCM3.

Spearman r Valor p
SHH/STAT3
AP -0.5443 0.4167
CAC -0.5000 0.4167
CME -0.3333 0.7500
GLIL/STAT3
AP 0.9428 0.0833
CAC -0.3162 0.7500
CME -0.3134 0.7500
SHH/GLI1
AP -0.05556 0.9167
CAC 0.2128 0.9167
CME 0.9487 0.0833
MCM3/GLI1
AP 0.5000 0.4167
CAC -0.4000 0.7500
CME -0.9487 0.0833

*Estatisticamente significante (p<0.05)
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5.10 COMPARAGAO DA EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH, DO
STAT3 E DO MCM3 NO PARENQUIMA E NO ESTROMA DOS DIFERENTES
TUMORES DE GLANDULA SALIVAR.

Para os componentes da via Hh, observou-se uma baixa expressdo de SHH, GLI1,
SUFU e HHIP no estroma da maioria dos casos de AP, CAC e CME (TABELA 8) (FIGURA
13). Ao comparar a marcagdo parenquimal com a marcacdo estromal, observou-se uma alta
expressao parenquimal e uma baixa expressao estromal para SHH, GLI1, SUFU e HHIP no
CME, sendo essas diferencas estatisticamente significantes (Teste Exato de Fisher) (TABELA
8). No CAC, também foi observada alta expressao parenquimal e uma baixa expressao estromal
para GLI1, SUFU e HHIP, sendo essas diferencas estatisticamente significantes (Teste Exato
de Fisher) (TABELA 8). Por fim, no AP ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante para nenhum marcador, quando comparada as marcacdes parenquimal e estromal
(Teste Exato de Fisher) (TABELA 8).

Tanto o STAT3 quanto 0 MCM3 ndo apresentaram marcacao estromal em nenhum dos
casos de AP, CAC e CME. Apenas alguns casos de CME apresentaram marcacdo de células

inflamatorias para o STAT3.



Tabela 8: Comparacao da expressdo dos componentes da via Hh no parénguima e no estroma dos diferentes tumores de glandula salivar.

CAC CME
Marcador Imunoexpressao Parénquima p Valor  Parénquima  Estroma p Valor  Parénquima Estroma p Valor
Alta 8 8 1 18 5
SHH 0.2941 0.0167 <0.0001*
Baixa 1 9 16 2 15
Alta 4 14 1 15 7
GLI1 0.2941 <0.0001* 0.0002*
Baixa 5 3 16 5 13
Alta 8 7 0 10 4
SUFU 0.1312 0.0058* 0.0237*
Baixa 1 7 14 1 7
Alta 4 12 3 14 5
HHIP 0.6199 0.0049* 0.0104*
Baixa 5 5 14 6 15

*Estatisticamente significante (p<0.05).

8S
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Figura 13: Imunomarcagdo em estroma. SHH. (A) Adenoma Pleom6rfico. Estroma condrdide exibindo discreta
marcacdo celular. (B) Carcinoma Adenoide Cistico. Estroma pouco celularizado, negativo para SHH. (C)
Carcinoma Mucoepiderméide. Estroma fibroso contendo células imunomarcadas. GLI1. (D) Adenoma
pleomdrfico. Estroma condroide com células imunomarcadas. (E) Carcinoma Adendide Cistico. Estroma fibroso
negativo para GLI1. (F) Carcinoma Mucoepidermdide. Estroma fibroso contendo células imuno SUFU. (G)
Adenoma pleomérfico. Estroma mixoide com celulas imunomarcadas dispersas. (H) Carcinoma Adendide Cistico.
Estroma pouco celularizado, com discreta marcacéo de SUFU. (1) Carcinoma mucoepidermdide. Estroma fibroso
com discreta marcagao para SUFU. HHIP. (J) Adenoma Pleomérfico. Estroma condroide e mixoide contendo
células imunomarcadas. (L) Carcinoma Adendide Cistico. Estroma fibroso com células imunomarcadas. (M)
Carcinoma mucoepidermoide. Estroma fibroso com discreta imunomarcagéo.




60

5.12 RELAGAO ENTRE A IMUNOEXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA
HH, STAT3 E MCM3 E OS PARAMETROS CLINICOS E INFLAMAGAQO

Os dados da relacdo entre a imunoexpressdao dos componentes da via Hh, STAT3 e
MCM3 e os parametros clinicos no AP, CAC e CME podem ser observados nas tabelas 9, 10 e
11, respectivamente. Vale ressaltar que para todos os parametros clinicos do AP e para alguns
parametros de CAC e CME néo foi possivel a aplicacdo de testes para analise estatistica devido
ao tamanho da amostra.

No AP, observou-se uma maior expressao dos componentes da via Hh em pacientes
com <40 anos e em tumores de glandula menor (TABELA 9).

No CAC, houve uma maior expressao dos componentes da via Hh, bem como STAT3
e MCM3 em casos com inflamacdo e invasdo perineural, porém essa diferenca ndo foi
estatisticamente significante (TABELA 10).

No CME, observou-se maior expressao dos componentes da via Hh em casos com
inflamac&o e sem invasao perineural, porém essa diferenca néo foi estatisticamente significante

(TABELA 11).



Tabela 9: Relacdo entre a imunoexpressdo dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 e os parametros clinicos e inflamacéo dos casos de AP.

Marcador SHH GLI1 SUFU HHIP STAT3 MCM3
Expresséo Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa
Sexo
M 4 1 3 2 4 1 1 4 0 5 0 5
F 3 0 1 2 3 0 2 1 0 3 0 3
Idade
<40 anos 6 0 4 2 6 0 2 4 0 6 0 6
>40 anos 1 1 1 1 1 1 1 1 0 2 0 2
Localizacéo
Glandula Maior 3 0 1 2 3 0 2 1 0 3 0 3
Glandula Menor 5 1 4 2 5 1 2 4 0 6 0 6
Tamanho
<3cm 3 1 3 1 3 1 3 1 0 4 0 4
>3 cm 2 0 0 2 1 1 1 1 0 2 0 2
Inflamacéo
Sim 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1
Né&o 7 1 4 4 7 1 5 3 8 0 8 0

OBS. Devido o tamanho da amostra, ndo foi possivel a realizacdo da analise estatistica.
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Tabela 10: Relagdo entre a imunoexpressao dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 e os parametros clinicos e inflamacéo dos casos de CAC.

Marcador

SHH

SUFU

HHIP

STAT3

Expressdo

Alta

Baixa

p
valor

Alta

p valor

Alta

Baixa

p

Alta Baixa
valor

p

Alta Baixa
valor

p
valor

p
valor

Sexo

Idade
<40 anos
>40 anos
Localizagéo
Glandula
Maior
Glandula
Menor
Tamanho

<3cm
>3cm
Invasdo

Perineural
Sim

Né&o
Inflamac&o

Sim

Néo

w o

5
3

6
3

0.605

1.00

1.00

1.00

10

1.00

1.00

0.5107

1.00

0.578

0.578

1.00

1.00

1.00

1.00

0.823

0.823

1.00

0.619

0.691

0.691

0.510

0.579

0.619

0.619

*Estatisticamente significante.
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Tabela 11: Relacdo entre a imunoexpressao dos componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 e os parametros clinicos e inflamacdo dos casos de

CME.
Marcador SHH GLI1 SUFU HHIP STAT3 MCM3
Expressdo Alta  Baixa P Alta  Baixa pvalor Alta Baixa P Alta Baixa P Alta Baixa P Alta Baixa P
valor valor valor valor valor
Sexo
M 11 2 8 5 5 1 8 5 1 12 2 11
F 6 0 6 0 4 0 5 1 0 6 0 6
Idade
<40 anos 5 1 4 2 5 0 5 1 0 6 1 5
>40 anos 9 1 7 3 3 1 6 4 2 8 2 8
Localizagdo
Gll\j';?;'a 8 1 6 3 5 0 6 3 0 9 0 9
Glandula 1.00 0.628 - 1.00 - -
9 1 8 2 0 5 7 3 2 8 2 8
Menor
Tamanho
<3cm 5 1 4 2 2 0 5 1 1 5 1 5
1.00 0.567 - 0.614 1.00 1.00
>3 cm 11 1 10 2 7 0 8 4 1 11 1 11
Invaséo
Perineural
Sim 4 2 5 1 1 0 4 2 1 5 2 4
- 1.00 - 1.00 0.357 -
Nao 14 0 10 4 9 1 10 4 11 12 0 14
Inflamagéo
Sim 16 2 14 4 9 0 13 5 2 16 2 16
- 0.447 - 0.521 - -
Nao 0 2 1 1 1 1 1 1 0 2 0 2

*Estatisticamente significante (p<0.05).

€9
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram alta expressdo de componentes da via Hh para a maioria
dos casos de tumores de glandulas salivares aqui estudados, sugerindo que a via Hh participa
do desenvolvimento desses tumores. Por outro lado, observou-se baixa expresséo de MCM3
para a maioria dos casos estudados, enquanto que o STAT3 pareceu estar ativo apenas nos casos
de CAC.

Em humanos, a via Hh participa ativamente do desenvolvimento embrionario de
diversos orgdos (INGHAM; MCMAHON, 2001), incluindo as glandulas salivares (JASKOLL
et al., 2004). Entretanto, em adultos, a via Hh encontra-se inativa (INGHAM; MCMAHON,
2001; AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013). A ativacdo classica da via Hh se inicia quando
a proteina SHH liga-se ao receptor PTCH1, inativando o efeito inibitdrio desse receptor sobre
SMO, que desencadeia eventos intracelulares, resultando na ativacao de fatores de transcricdo
da familia GLI, o que induz a expressdo de genes alvo, que regulam a proliferacdo, a
diferenciagdo e as interacBes com a matriz extracelular (RUIZ | ALTABA; SANCHEZ;
DAHMANE, 2002; COHEN, 2003; MA; XIAO; HE, 2008; TZELEPI et al., 2011;
MERCHANT, 2012). Atualmente, estudos tém demonstrado a ativacdo aberrante da via Hh em
diversas neoplasias (CHENG et al., 2009; YANG et al., 2012a; HAO et al., 2013; IM et al.,
2013; GURGEL et al., 2014; HINTERSEHER et al., 2014; WAN et al., 2014). Porém, ao nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo que destaca o papel da via Hh em tumores de glandula
salivar.

No presente estudo, foi observada uma diferenca estatisticamente significante na
expressao do ligante SHH entre os tumores estudados, verificando-se uma alta expressao para
a maioria dos casos de AP e CME. Esses resultados foram similares agqueles encontrados por

Xu et al. (2012) que também observaram uma alta expressdo de componentes da via Hh para
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tumores benignos e malignos de tiredide. Outros estudos também observaram alta expressao de
SHH em tumores benignos, como adenomas gastricos (LEE et al., 2007), adenomas intestinais
(ONISCU et al., 2004) e ameloblastomas (KANDA et al., 2013). Esses achados nos permitem
sugerir que a via Hh pode estar ativa nos estagios iniciais de formacdo tumoral, participando
assim, do desenvolvimento de neoplasias benignas e malignas de glandula salivar.

Por outro lado, alguns autores afirmam que o GLI1 € o indicador principal da ativacéo
da via Hh (CHE et al., 2012; MERCHANT, 2012; YAN et al., 2013). No presente trabalho,
observou-se uma alta expressdo nuclear de GLI1 para a maioria dos casos de CME e CAC, e
para alguns casos de AP, contudo, essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. Xu et
al., (2012), também observaram expressdo de GLI1 em neoplasias benignas e malignas da
tiredide, sendo maior a imunomarcagdo nos tumores malignos. Wang et al. (2012) observaram
alta expressdo de GLI1 nuclear em carcinoma escamocelular de boca quando comparado com
a mucosa normal, enquanto Kanda et al. (2013) detectaram a expressdo nuclear de GLI1 em
ameloblastomas. Portanto, é possivel sugerir que a via Hh estd ativa nos tumores aqui
estudados, principalmente no CAC e no CME.

Apesar de grande parte dos casos de CAC apresentar baixa expressdo de SHH, a maioria
dos casos apresentou alta expressdo nuclear de GLI1, o que nos permite sugerir que a via Hh
estd ativa no CAC, mas de uma forma independente do ligante SHH. A ativacdo da via Hh
induzida pela interacdo entre ligante-receptor € conhecida como via classica. Porém, a via Hh
pode se tornar ativa independente do ligante, a qual ocorre através de mecanismos de ativacao
posteriores a0 SMO, sendo conhecida como via alternativa ou SMO-independente. Algumas
possiveis causas para essa ativacdo independente de ligante sdo: mutacbes genéticas,
superexpressdo de proteinas ciliares e interacdes com outras vias de sinalizacdes independentes
(BLOTTA etal., 2012). Um estudo realizado em cultura de células e em camundongos, sugeriu

que a via independente do ligante é mais importante para a morfogénese durante o
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desenvolvimento da glandula mamaria do que a via classica (OKOLOWSKY; FURTH,;
HAMEL, 2014).

Um estudo realizado por Polizio et al. (2011) em cultura de células, demonstrou que a
via Hh pode participar da migragéo celular sem a ativacao dos fatores de transcri¢do GLI. Esses
autores afirmam que a ativagcdo de SMO desencadeia a ativacdo de quinases e GTPases que
modulam a dindmica de fosforilacdo do citoesqueleto. Concluiu-se que a ativacdo dos fatores
de transcricdo GLI é fundamental para a proliferacdo e manutencao celular, enquanto que a
ativacdo de SMO pode auxiliar na migracao celular independente de GLI. Portanto, sugerimos
gue novos estudos sejam realizados em tumores de glandula salivar para descrever o papel da
via Hh na migracdo celular e metastase nesses tumores.

A proteina HHIP, descrita primeiramente em 1999, é uma glicoproteina de membrana
com alta capacidade de ligacdo com os ligantes da via Hh (SHH, IHH e DHH), sendo um
regulador negativo da via (CHUANG; MCMAHON, 1999; BOSANAC et al., 2009). Um
estudo realizado por Olsen e colaboradores (2004) detectou uma diminuicdo na expressao de
HHIP em amostras de cancer de figado, estomago, colon, reto e pulméo, quando comparado a
contraparte normal, sugerindo um papel de supressor tumoral para HHIP.

Um estudo realizado por Song et al. (2013) comparou a expressdo de HHIP em
carcinoma de estdmago e em mucosa normal, e foi observada uma diminuicdo na expressao de
HHIP nos casos de carcinoma. Esses autores pesquisaram a causa potencial da perda de
expressao do HHIP em tecidos de cancer gastrico, e observaram uma metilacdo aberrante do
gene HHIP. Portanto, a metilacdo da regido promotora do gene proporcionou o silenciamento
da expressdo de HHIP. Outro estudo realizado por esse grupo, conclui que a metilacédo da regido
promotora do gene HHIP pode ser associada com a carcinogénese do cancer gastrico, de modo
que a deteccdo do nivel de metilacdo do gene HHIP pode ser um novo marcador clinico para o

diagnostico precoce (SONG; ZUO, 2014).



67

Por outro lado, a proteina HHIP é regulada positivamente em resposta a ativacdo da via
Hh, uma vez que o HHIP é um gene alvo da via (CHUANG; MCMAHON, 1999; BOSANAC
et al., 2009). Nesse trabalho, a maioria dos casos de CAC e CME apresentou alta expressao de
HHIP, enquanto que os casos de AP apresentou baixa expressdao de HHIP, apesar dessa
diferenca ndo ser estatisticamente significante, é possivel sugerir que a alta expressdo nuclear
de GLI1, presente no CAC e no CME, tenha desencadeado a superexpressdo de HHIP nos casos
de CAC e CME.

SUFU é um regulador negativo da via Hh, que se associa as proteinas GLlI,
antagonizando sua atividade por dois mecanismos: sequestro de GLI no citoplasma ou inibigéo
da atividade transcricional de GLI (MERCHANT et al., 2004; JIA et al., 2009; MIN et al.,
2011). Dessa forma, alguns estudos tém demonstrado o papel de SUFU na supressao tumoral
(WANG etal., 2013; YAN et al., 2013).

Contudo, outro estudo detectou uma superexpressdo da proteina supressora SUFU em
cancer de prostata (KIM et al., 2011). No presente trabalho, também foi observada uma alta
expressao de SUFU na maioria dos casos de CME, de AP e em alguns casos de CAC. Tal fato
pode ser justificado através do estudo realizado por Liu e colaboradores (2012), que propde um
papel positivo para 0 SUFU na via Hh. Esses autores acreditam que na presenca do SUFU, o
GLI inativo esta protegido da degradacdo, uma vez que esta associado ao SUFU, podendo ser
subsequentemente ativado. Dessa forma, 0 SUFU permite que a ativacdo da via Hh seja maxima
e continua. Em contraste, as proteinas GLI sdo degradadas rapidamente na auséncia do SUFU,
impedindo a ativacdo maxima da via.

No presente estudo, observamos uma elevada marcacao parenquimal de componentes
da via Hh nos casos de CAC e CME quando comparado a marcagdo estromal, sendo essa
diferenca estatisticamente significante, no entanto, em alguns casos de AP e CME, notou-se a

marcacao de fibroblastos e vasos sanguineos. Um estudo realizado por Leovic et al. (2012) em
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carcinoma escamocelular de boca e de orofaringe, observou marcacéo parenquimal para SHH,
PTCH1 e GLI1, e também detectou marcacao estromal dessas proteinas. Estudos afirmam que
o ligante SHH produzido pelas células epiteliais tumorais podem ativar a via Hh nas células
mesenquimais, tornando o estroma favoravel para o desenvolvimento tumoral (INGHAM;
MCMAHON, 2001; YAUCH et al., 2008; DAMHOFER et al., 2013). Nossos achados sugerem
que, além da ativacdo autocrina nas células parenquimais, também pode ocorrer a ativacao
paracrina dessas células.

A transicdo epitélio-mesénquima (TEM), originalmente descrita durante o
desenvolvimento embrionario, € um processo no qual as células epiteliais perdem o fenétipo
epitelial e passam a expressar caracteristicas mesenquimais (DE CRAENE; BERX, 2013; HAO
et al., 2013). A base molecular da TEM envolve mudancas na expressao, distribuicdo e/ou
funcao de proteinas, por exemplo, uma diminuicdo de marcadores epiteliais, como a e-caderina,
e 0 aumento na expressao de marcadores mesenquimais, como a vimentina (SETHI et al., 2011).
Evidéncias sugerem que a TEM desempenha um papel importante durante a progressdo e
metastase de tumores malignos (WANG et al., 2014). Atualmente, estudos tem demonstrado
uma associacdo entre a via Hh e a TEM, observando-se uma alta expressdo de GLI1 e uma
baixa expressao de e-caderina (YOO et al., 2011; BEHNSAWY et al., 2013; FAN et al., 2014;
WANG et al., 2014; YUE et al., 2014). Portanto, sugerimos a realizacdo de novos estudos para
avaliar a associacdo da via Hh com a TEM em tumores de glandula salivar.

Alguns trabalhos tém mostrado o papel da via Hh na morfogénese das glandulas
salivares (JASKOLL etal., 2004; HASHIZUME; HIEDA, 2006; FIASCHI et al., 2011) e, como
demonstrado neste estudo, os componentes da via Hh também parecem exercer uma
participacdo importante na morfogénese do AP, CAC e CME, tendo em vista a sua presenca
nos diferentes padrdes morfoldgicos dessas neoplasias, incluindo células luminais de AP e

CAC. A despeito desse aspecto, Jaskoll et al., (2004) concluiram, através de estudos in vivo e
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em cultura de células glandulas submandibulares de camundongo, que a via de sinalizacdo Hh
desempenha fungdes importantes durante o desenvolvimento embrionario, participando da
proliferacéo epitelial e da morfogénese da glandula submandibular. Outro estudo realizado por
Hashizume e Hieda (2006) em glandulas salivares de camundongos, sugere que a via de
sinalizacdo Hh promove a formacdo de limen e a polarizacdo celular do epitélio durante o
desenvolvimento glandular.

Fiaschi at al. (2011), visando analisar as consequéncias da ativacdo aberrante da via de
sinalizacgdo Hh em glandula salivar normal, realizaram um estudo expressando
transgenicamente a proteina efetora GLI1 em glandulas salivares de camundongo, e observaram
uma alteracdo na estrutura de todas as glandulas salivares maiores, exibindo lesdes
hiperplasicas e metaplasicas. Além disso, observaram uma expansdo das estruturas ductais, e
uma diminuicdo dos acinos, sugerindo que a ativacdo da via Hh pode promover a proliferacao
das células ductais e o blogueio da diferenciacdo dos acinos. No presente estudo, observou-se
marcacdo de SHH, HHIP, SUFU e GLI1 em areas de glandula salivar morfologicamente normal
adjacentes aos casos de CAC e CME, principalmente nas células ductais. Sabendo-se que 0
CAC e 0 CME tem origem a partir das células do ducto intercalar e excretor, respectivamente
(ADAMS; WARNER; NOR, 2013), e que as células ductais, apesar de baixa, apresentam
capacidade de proliferacdo (IHRLER et al., 2002), sugerimos gue 0os componentes da via Hh
podem participar da tumorigénese de neoplasias de glandula salivar.

O fator de transcricdo STAT3 foi inicialmente descrito no contexto da sinalizacdo de
citocinas, durante a inflamacdo. Em seguida, verificou-se que a via do STAT3 pode ser ativada
por fatores de crescimentos presentes no microambiente tumoral (SIVEEN et al., 2014). Apos
ligacdo com o receptor, os ligantes induzem a dimerizacdo do receptor, e subsequente
dimerizagdo da JAK associada ao receptor. As JAKs autofosforilam-se e, em seguida, ocorre a

fosforilacdo das proteinas STATSs. As STATSs fosforiladas sdo translocadas para o ndcleo, onde
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induzem a transcricdo de genes alvos. Posteriormente, as STATs sdo inativadas por
desfosforilacdo e retornam para o citoplasma (DARNELL; KERR; STARK, 1994; ZHONG,;
WEN; DARNELL, 1994; LEONARD; SHEA, 1998; YANG et al., 2012b; PANDURANGAN;
ESA, 2014).

Estudos tém demonstrado o potencial oncogénico do STAT3, uma vez que essa proteina
encontra-se constitutivamente ativada em diversos tumores, como cancer de pulméo (SONG et
al., 2003; Ll et al., 2007; XU, LU, 2014), de mama (CHEN et al., 2013; CHUNG et al., 2014),
de ovario (HAN et al., 2013), colorretal (LASSMANN et al., 2007; DOBI et al., 2013) e de
glandula salivar (ARAUJO et al., 2008; NIKITAKIS et al., 2009a, 2009b; ETTL et al., 2012).
A ativacdo persistente do STAT3 em células tumorais promove a transcricdo de genes
envolvidos na proliferacdo celular, na sobrevivéncia celular, na angiogénese e na regulacao
imune (SONG et al., 2003; LI et al., 2007; SIVEEN et al., 2014).

No presente estudo, observou-se marcacgéo citoplasmatica de STAT3 em células ductais
de glandula salivar morfologicamente normal, e alta expressdo nuclear no CAC, enquanto que
o AP e o CME também apresentaram marcacao citoplasmatica, sendo essas diferencas
estatisticamente significantes. Um estudo realizado por Aradjo et al., (2007) analisou a
imunoexpressdo de STAT3 e pSTAT3 em tumores de glandula salivar, os resultados obtidos
parao STAT3 em glandula normal, AP, CAC e CME foram semelhantes aos do presente estudo.
Sugerimos que o STAT3 desempenha um papel importante na regulacdo de processos
associados a proliferacdo e sobrevivéncia celular no CAC, mas ndo no AP e CME.

Nikitakis e colaboradores (2009a) realizaram um estudo com linhagem de células de
adenocarcinoma de glandula salivar, e observaram que o STAT3 e a survivina, uma proteina
responsavel pela inibicdo da apoptose e gene alvo do STATS3, contribuem para o crescimento
e sobrevivéncia das células do adenocarcinoma de glandula salivar, reafirmando a hipbtese de

que o STATS3 participa do desenvolvimento tumoral em glandula salivar. Outro estudo
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realizado por esse grupo, com amostras de tumores de glandula salivar, demonstrou a expressdo
das proteinas survivina e pSTAT3 tanto nos tumores benignos como nos malignos
(NIKITAKIS et al., 2009b). Por outro lado, um estudo realizado por Ettl et al., (2012), detectou
uma perda de expressdo de pSTAT em carcinomas de glandula salivar, a razdo para esta
observacdo contraditoria ainda ndo estéa clara.

Tendo em vista que a ativacdo aberrante da via Hh tem sido identificada em diversas
neoplasias (YANG et al., 2012a; HAO et al., 2013; IM et al., 2013; WAN et al., 2014;
HINTERSEHER etal., 2014; GURGEL et al., 2014) e que o STAT3 possui fun¢des importantes
no desenvolvimento tumoral (BROMBERG et al., 1999; BOURNAZOU, BROMBERG 2013),
estudos foram realizados buscando associar a expressdao de componentes da via Hh com o
STAT3 (SENGUPTA et al., 2007; LI et al., 2007; YANG et al., 2012b; DONG et al., 2014).

Em nosso trabalho, observou-se uma alta expressao de GLI1 e de STAT3 no CAC,
entretanto, ndo foi observada correlacédo estatisticamente significante entre as duas proteinas.
Sugerimos que as duas proteinas exercem papel importante no desenvolvimento do CAC, mas
de maneira independente. Por outro lado, estudos tém demonstrado uma correlacdo entra o
STAT3 e avia Hh. Sengupta et al. (2007) observaram em leucemia mieldide crbnica, que a via
de sinalizacdo Hh induz a fosforilacéo e ativacdo do STAT3, uma vez ativo, 0 STAT3 induz a
expressao de proteinas que auxiliam no desenvolvimento tumoral, como: Wnt3a, Lefl, ciclina
D1, p21 e GLI1. Recentemente, um estudo realizado em carcinoma papilifero de tiredide
observou uma associa¢ao positiva e significante entre pSTAT e componentes da via Hh (SHH,
PTCH, SMO e GLI1), entretanto, o0 mecanismo pelo qual a via Hh induz a fosforilacdo do
STAT3 permanece incerto (DONG et al., 2014).

Um estudo realizado por Li e colaboradores (2007) mostrou que a ativacao persistente
do STAT3 desencadeia a inflamacao e a tumorigénese espontanea em pulmao de camundongo.

Além disso, observou-se que alguns genes de desenvolvimento, como SHH e o fator de
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transcricdo TTF-1, estdo aumentados em pulmdo de camundongos transgénicos que
superexpressam STAT3. Com base nesses achados, outro estudo foi realizado por esse grupo.
Na andlise imunoistoquimica, observou-se uma associacdo entre o nivel de expressdo de
pSTAT3 e componentes da via Hh em adenocarcinomas de pulmd@o e em hiperplasia
adenomatosa atipica, sugerindo uma relacdo entre essas duas vias. Novos ensaios de
cotransfeccdo demonstraram que o fator de transcricdo TTF-1 atuou como um mediador entre
STATS3 e a ativacdo dos genes da via Hh, sugerindo um mecanismo de regulacdo indireto
(YANG et al., 2012b).

O MCM3 é uma proteina de ligacdo ao DNA, que desempenha um papel importante na
iniciacdo e na progressdo do ciclo celular em células eucaridticas (FORSBURG, 2004; LEE et
al., 2010; ASHKAVANDI et al., 2013). Esta expresso em células que estdo em diviséo,
enguanto que em ceélulas quiescentes ocorre a perda de expressdo. Portanto, 0 MCM3 é uma
nova classe de marcador de proliferacao celular (MADINE et al., 2000; FORSBURG, 2004;
LAMEIRA et al., 2014).

Um estudo realizado por Endl et al. (2001) demonstrou que o anticorpo anti-MCM3
detecta células em proliferacdo, bem como as células que j& cessaram a proliferagdo, mas que
ndo estdo totalmente diferenciadas. Outro estudo, realizado em displasias orais e carcinoma
escamocelular oral, sugeriu que 0 MCM3 pode ser um marcador de proliferacdo e diferenciacdo
celular (LAMEIRA et al., 2014).

No presente trabalho, 0 AP e 0o CME apresentaram baixa expressdo de MCM3, enquanto
que o CAC apresentou alta expressdo em apenas metade dos casos, sendo essa diferenca
estatisticamente significante. De acordo com 0s nossos resultados, 0 MCM3 parece ndo ser um
bom marcador de proliferacdo para tumores de glandula salivar. Entretanto, um estudo realizado
em tumores benignos e malignos de glandula salivar, detectou indices elevados de MCM3 no

CAC e no CME gquando comparado ao AP, e concluiu que 0o MCM3 pode ser um novo marcador
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de proliferacdo em tumores de glandulas salivares e ser utilizado para o diagnoéstico diferencial
entre esses tumores (ASHKAVANDI et al., 2013). Portanto, novos estudos devem ser
realizados para avaliar a efetividade do MCM3 como marcador de proliferagdo em tumores de
glandula salivar.

No presente estudo, foi realizada a analise da expressao das proteinas aqui estudadas
nos diferentes tipos histolégicos do CAC (cribriforme e so6lido), mas ndo foi observada
diferenca estatistica. Nos graus histolégicos de CME, apesar de ndo estatisticamente
significante, observou-se que os tumores de baixo grau apresentaram menores indices de
marcacdo para 0 SHH, GLI1 e MCM3, enquanto que para SUFU e HHIP os indices foram
maiores. Nos tumores de alto grau, foram observados indices de marcacdo maiores para SHH,
GLI1, HHIP e MCM3. Sugerimos que a via Hh parece apresentar maior participagdo no
desenvolvimento de CME de alto grau quando comparado com 0s demais graus, uma vez que
esse tipo histologico apresenta pior progndstico. Nossos achados corroboram o estudo de Li et
al. (2011), no qual foi detectada uma maior expressdo de SHH, PTCH e GLI1 em gliomas de
alto grau de malignidade, quando comparados aos gliomas de baixo grau.

Ao comparar os dados clinicos, como: sexo, idade, localizacdo, tamanho e invasdo
perineural com os componentes da via Hh, STAT3 e MCM3 nao foram observadas diferencas
significantes. Estudos realizados em carcinoma escamocelular de boca, concluiram que a
ativacdo da via Hh esta associada com a recorréncia e a metastase em linfonodos (WANG et
al., 2012; FAN et al., 2014). Para o STAT3, um estudo realizado em carcinoma escamocelular
de es6fago, demonstrou que a alta expressdo de STAT3 esta associada com tumores em estagios
avancados, por outro lado, ndo foi observada associagdo com idade, género, invasdo e grau
histologico (LI et al., 2014). Portanto, sugerimos que novos estudos sejam realizados em
tumores de glandula salivar, para associar a via Hh, STAT3 e o MCM3 com outras

caracteristicas clinicas associadas com a sobrevida dos pacientes.
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Nesse estudo, ndo foi observada a associagdo entre 0s componentes da via Hh, STAT3
e MCM3 com a inflamag&o. A relacdo entre a inflamac&o e a via Hh ainda é controversa, estudos
afirmam que a inflamac&o néo interfere na ativacdo da via Hh (STEWART et al., 2003), ou que
a inflamag&o ativa a via Hh (AMANKULOR et al., 2009) ou ainda que a via Hh atenua a
inflamagdo (ZHOU et al., 2012), portanto, é necessario que estudos sejam realizados para
esclarecer o papel da inflamacdo na via Hh. Por outro lado, a relagdo entre o STAT3 e a
inflamacdo é bem estabelecida, uma vez que o STAT3 pode ser ativado por diversos fatores
pro-inflamatorios, como citocinas e interleucinas (AGGARWAL et al., 2009).

Tendo em vista a importancia da via Hh e do STAT3 no desenvolvimento tumoral
(TOFTGARD, 2000; LI et al., 2007; AMAKYE, JAGANI, DORSCH, 2013; ASHKAVANDI
et al., 2013), estudos tém sido realizados buscando inibidores dessas vias (JALILI et al., 2013;
XIAO et al., 2014). Os inibidores da via Hh sdo uma classe nova e promissora de drogas com
potencial terapéutico para o tratamento do cancer. Algumas moléculas inibidoras, direcionadas
para alvos distintos da via Hh (SHH, SMO e GLI), ja foram descritas, como: ciclopamina,
IP1926, LDE 225, GANT61, GANT58 e robotnikinin (PEUKERT; MILLER-MOSLIN, 2010).
Muitos inibidores da via STAT3 também ja foram descritos (Piceatannol, Sanguarine, I1SS-610,
STA-21, LLL12, entre outros) atuando, principalmente, na inibicdo da fosforilacdo e/ou
dimerizacdo do STAT3 (MIKLOSSY; HILLIARD; TURKSON, 2013).

Por fim, os resultados desse trabalho apontam para uma possivel participacao da via Hh
na morfogénese e no desenvolvimento do AP, CAC e CME, assim como a participacdo do
STAT3 no desenvolvimento do CAC. Em adi¢cdo, 0o MCM3 néo parece ser um bom marcador
de proliferacao para tumores de glandula salivar. Sugerimos que novos estudos sejam realizados
visando compreender o mecanismo pelo qual a via Hh e 0 STAT3 promovem o crescimento e
progressao desses tumores e identificar inibidores dessas vias, para que, no futuro, seja possivel

a aplicacdo de novas terapias no tratamento de tumores de glandula salivar.
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7 CONCLUSOES

Os casos de AP apresentaram marcacao nuclear de GLI1 nas células mioepiteliais e nas
células luminais, enquanto a maioria dos casos de CME apresentou marcacgao nuclear de GLI1
nas células intermediarias e epidemoides. J& os casos de CAC apresentaram marca¢do nuclear
de GLI1 em areas sélidas e cribriformes. Portanto, esses resultados apontam para a ativacao da
via Hh nos tumores aqui estudados, e possivel contribuicdo para o desenvolvimento desses
tumores.

A marcacao predominantemente nuclear do STAT3 em areas solidas e de células mais
internas do padrdo cribriforme do CAC, indica que o STAT3 pode ser importante no
desenvolvimento do CAC. Por outro lado, o0 CME apresentou marcacdo citoplasmatica de
células intermediarias e epidermdides, e no AP foi observada marcacdo citoplasmatica de
células mioepiteliais, indicando que o STAT3 ndo esta ativo no CME e no AP.

O MCM3 parece nao ser um bom marcador de proliferacédo e diferenciacdo celular para
tumores de glandula salivar, uma vez que os casos de CME apresentaram baixa expressdo desse
marcador.

E por fim, ndo foi possivel estabelecer correlacdo entre a via Hh e 0 STAT3 nos tumores

aqui estudados (AP, CAC e CME).
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ANEXOS

Anexol: Tabela de dados clinicos dos tumores.
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Tumor Caso Tipo Histoldgico Sexo Idade Localizagdo Tamanho (cm)
AP 518/09 - ndo disp ndo disp ndo disp ndo disp
AP 2529/08 - M 59 palato duro 2,6x2,2x1,9
AP 11912/10 - F 12 parétida nao disp
AP 4689/11 - F 67 par6tida 5,5x3,5x2,0
AP 1941/02 - M 38 palato duro 3,0x3,0
AP 6590/00 - M 21 palato mole 3
AP 5911/99 - F 23 palato duro 5,0x6,0
AP 503/01 - M 15 palato duro 2,5
AP 10704/10 - M 28 parétida nao disp

CME 132/02 Baixo M ndo disp par6tida 4x3x2
CME 3796/11 Baixo F 78 palato duro 3x1
CME 141/12 Baixo M 18 palato duro 3,8x2x1
CME 1567/14 Intermediario M 78 ponta da lingua ndo disp
CME 5438/03 Alto M 55 parétida 6x4x2,5
CME 2904/04 Alto M 31 parétida 4,5x3,5x3,2
CME 9842/05 Intermedidrio F 33 parétida "10x9,5x3,5
CME 11348/06 Intermediario ndo disp ndo disp ndo disp ndo disp
CME 5609/04 Baixo F 26 palato duro 15
CME 7091/04 Intermediério M 22 parétida 6,5%5,5x5
CME 1216/04 Baixo F 71 palato 1
CME B994807 Alto M 31 lingua 2
CME 321129 Alto M 57 palato mole 5
CME 320126 Alto M 58 hipofaringe 2x0,4x0,3
CME 317669 Alto F 55 glandula sub-lingual 3,8x3,5x2,7
CME BA44487B2 Alto M 53 pardtida esq 2x1,5
CME 3027212 Alto M 65 retro maxilar esq 1,3x1x0,8
CME B989620 Intermediario F ndo disp parétida direita 6,5%5,3x2
CME BA33557 Alto M 48 parétida direita 6x3,5x3,3
CME B983426 Alto M ndo disp lingua 5x3,5
CAC 1005438 Sélido M 42 Base de lingua 43
CAC 941907 Sélido M 46 Antro maxilar + 0sso nasal 8x4x4
CAC 1129162 Sélido M 32 Parétida esquerda 6x4,5x2,2
CAC 5238/11 Cribriforme M 59 Labio superior 0,6x0,5x0,3
CAC 8312/03 Cribriforme F 28 gengiva 1,4
CAC 2257/00 Cribriforme M 32 palato mole 2x3
CAC 8263/05 Cribriforme M 42 ndo disp 8x6x2,5
CAC 67/11 Cribriforme M 40 ndo disp 2x0,6x0,6
CAC 60/10 Sélido F 64 seio maxilar esq 2,5x2,5x0,5
CAC 3645/04 Sélido F 57 submadibular 6,5x4,5x4
CAC 314/09 Cribriforme ndo disp ndo disp ndo disp ndo disp
CAC 645/03 Cribriforme F 35 comissura labial 2
CAC 7439/02 Cribriforme F 22 assoalho de boca 0,6
CAC 3084/11 Cribriforme M 60 ndo disp 2,5x1,8x1,5
CAC 916/03 Tubular M 47 parétida 5x4x2,2
CAC 338/99 Sélido M 31 palato mole 2x1,2x0,7
CAC 2647/09 Cribriforme ndo disp ndo disp ndo disp ndo disp




Anexo 2: Tabela de escores de intensidade de marcacgéo, de porcentagem de marcacéo e de
indice de marcacao.
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ESCORE INTENSIDADE DE MARCACAO

Sem coloracéo
Fraca/Discreta

Moderada

w N - O

Forte/Intensa

ESCORE PORCENTAGEM DE MARCACAO

0-10%
11-25%
26-50%
51-75%

76-100%

~ w N 2 O

Intensidade de Marcacéo X Porcentagem de Marcacio = indice de Marcacdo (IM)

ESCORE EXPRESSAQ INDICE DE MARCACAO (IM)
- Negativa 0
+1 Baixa 1-4
+2 Alta 5-8

+3 Superexpressao 9-12




