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RESUMO

O adenoma pleomdrfico e o carcinoma adenoide cistico representam neoplasias de
glandula salivar benigna e maligna, respectivamente, que compartilham a mesma origem
histoldgica, porém com comportamentos biologicos distintos. O propdsito deste estudo consistiu
na identificacdo do polimorfismo -160 C/A da regido promotora do gene CDH1I (E-caderina), na
triagem de mutagdes no gene CTNNBI (B-catenina), e ainda na analise da expressdo imuno-
histoquimica das proteinas E-caderina e B-catenina em adenomas pleomorficos e carcinomas
adenoides cisticos. Além disso, objetivou-se correlacionar os achados imuno-histoquimicos com
as possiveis mutagdes e polimorfismo. Foram selecionados 24 casos de adenoma pleomérfico e 24
casos de carcinoma adendide cistico. Para a identificagdo do polimorfismo no gene da E-caderina
empregou-se a técnica RFLP (restriction fragment length polymorphism) utilizando-se enzimas de
restricdo Hphl e AfIIII. A triagem de mutagdes no exon 3 do gene da B-catenina foi realizada por
meio de SSCP (single strand conformational polymorphism). Para a andlise imuno-histoquimica,
procedeu-se contagem de células, por meio do indice HScore e verificou-se presenga ou auséncia,
intensidade, padrdo de distribuicdo e localizagdo celular e tecidual das proteinas. Os resultados
demonstraram diferenga estatisticamente significativa quando a marcagdo imuno-histoquimica,
tanto da E-caderina quanto P-catenina, foi comparada entre as duas neoplasias estudadas,
apresentando o adenoma pleomdrfico expressdo reduzida. Observou-se correlacdo
estatisticamente significativa entre a imuno-marca¢do da E-caderina e B-catenina. Dois casos (1
adenoma pleomorfico e 1 carcinoma adenoide cistico) apresentaram polimorfismo heterozigdtico
no gene CDH]I e 13 casos (6 adenomas pleomorficos e 7 carcinomas adendides cisticos) exibiram
variacdo no padrdo de corrida eletroforética, sugerindo mutacdo do gene CTNNBI. Nao houve
correlagdo estatisticamente significativa entre a marcagdo imuno-histoquimica e presenga de
polimorfismo ou possiveis mutagdes. Conclui-se que a expressdo imuno-histoquimica do
complexo E-caderina/B-catenina pode estar relacionada com a quantidade e diferenciacdo do
componente mioepitelial e ndo ao comportamento bioldgico dos tumores. Os casos que exibiram
polimorfismo no gene da E-caderina apresentaram redug@o na expressdo protéica e, por fim, as
possiveis mutacdes no gene CTNNBI parecem ndo influenciar na expressdo da proteina B-

catenina.

Palavras-chave: Adenoma pleomorfico, carcinoma adenoide cistico, E-caderina, B-catenina,

imuno-histoquimica, RFLP, SSCP.
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1. INTRODUCAO

Os tumores das glandulas salivares, ainda que incomuns, compreendem
uma area importante da patologia oral, visto que representam provavelmente
as mais complexas das neoplasias humanas. Referidos tumores, na sua grande
maioria, apresentam uma origem epitelial. Observa-se ampla variacido

histologica, o que dificulta sua classificacdo e diagnostico.

No conjunto das neoplasias benignas e malignas, o adenoma
pleomoérfico é o tumor de maior incidéncia, representando até 95% das
neoplasias das glandulas salivares maiores e menores (ITO et al, 2005, AL-
KHATEEB, ABABNEH, 2007, ANSARI, 2007). Sua etiologia e patogénese
ainda permanecem incertas. As analises citogenéticas tém reconhecido
transloca¢des cromossdmicas recorrentes, com pontos de quebra nos 8ql2,
3p21 e 12q13-15 correspondentes aos genes PLAGI, B-catenina (CTNNBI) e
HMGIC, respectivamente (EVESON et al, 2005, PASTORE, CARINCI,
PELUCCHI, 2005, KANDASAMY et al, 2007). E de se destacar o seu
potencial de transformag¢do maligna, podendo ocorrer em 10% a 13% dos

casos (ELLIS, AUCLAIR, 1996).

O carcinoma adenoide cistico ¢ um dos tumores malignos de glandula
salivar mais comum (LIMA et al, 2005, AL-KHATEEB, ABABNEH, 2007,
WANG et al, 2007), caracterizado por crescimento indolente, porém,

persistente, ocasionando metastase a distdncia tardia.

E importante salientar que o potencial de transformagdo maligna e a

metdstase tumoral estdo intimamente relacionados com as propriedades



adesivas das células neopldsicas. Dentre as moléculas de adesdo implicadas
na manutencdo da integridade tecidual, estdo as caderinas e cateninas. A
perda da expressdo da E-caderina em tecidos epiteliais ¢ um dos primeiros
eventos associados ao processo de transformagdo celular que ocorre na
progressdo tumoral. Considerando que o dominio intra-citoplasmatico da E-
caderina forma um complexo com as proteinas intracelulares com as
cateninas, a perda da expressdo da E-caderina resultard, além da perda de
adesdo intercelular, na liberacdo da P-catenina que poderd se acumular no
citoplasma e, possivelmente, translocar-se ao nucleo, onde funcionaria como
fator de transcricio (RAMBURAM, GOVENDER, 2002, TAKAHASHI-

YANAGA, SASAGURI, 2007).

A expressdo da E-caderina e da PB-catenina, assim como as alteragdes
em seus genes que justificam a expressdo protéica aberrante, tém sido
intensamente estudadas em diversos tipos de neoplasias humanas, com énfase
nos tumores gastricos, de mama, proéstata, tiredide e linfomas (PEINADO,
PORTILLO, CANO, 2004, TAKAHARA et al, 2004, COWIN, ROWLANDS,
HATSELL, 2005, POOKOT et al, 2006). Nas referidas neoplasias, a alteragéo
mais freqiientemente estudada no gene da P-catenina trata-se de mutacio
localizada no exon 3 (GARCIA-ROSTAN et al, 2001; CAO et al, 2004,
TAKAHARA et al, 2004, KONOPKA et al, 2007). O gene da E-caderina
(CDHI) pode estar alterado, mais comumente, por metilacdes ou
polimorfismos na sua regido promotora, ou ainda, por mutagdes em varios de
seus exons (PARK et al, 2003, OLIVEIRA et al, 2004, KAMOTO et al, 2005,

WANG et al, 2007).



Em tumores de glandula salivar, os estudos sdo escassos, incompletos
e contraditérios (DAA et al, 2004, MARUYA et al, 2004, DAA et al, 2005,
ZHOU, GAO, 2006, ZHANG et al, 2007). Tendo em vista a melhor
compreensdo do comportamento biologico dos adenomas pleomdrficos e
carcinomas adendides cisticos de glandula salivar este estudo objetivou
identificar o polimorfismo -160 C/A no gene da E-caderina e possiveis
mutacdes no exon 3 do gene da P-catenina, assim como correlacionar estas
alteracdes entre si e com a expressdao imuno-histoquimica das respectivas
proteinas em adenomas pleomorficos e carcinomas adendides cisticos de

glandulas salivares humanas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. ADENOMA PLEOMORFICO

O adenoma pleomorfico, também tratado na literatura como tumor misto
benigno, é a neoplasia mais comum de glandula salivar (DARDICK, 1996,
ELLIS, AUCLAIR, 1996, EVESON et al, 2005, ITO et al, 2005, LIMA et al,
2005, PIRES et al, 2006, ANSARI, 2007), compreendendo 28% a 74% de
todos estes tumores benignos e malignos, 30% das neoplasias em pardtida e
33% de todas as neoplasias em glandulas salivares menores (ELLIS,
AUCLAIR, 1996, PIRES et al, 2006). Acomete, com maior freqiiéncia,
pacientes entre 30 ¢ 50 anos de idade, sendo raro nas duas primeiras décadas
e incide mais no género feminino numa razdo de 2:1 a 4:1 (SOUSA, ARAUJO,

1994, ELLIS, AUCLAIR, 1996).

Clinicamente, mostra-se como massa firme, indolor, de crescimento
lento e movel, com exce¢do do palato duro, onde a mucosa é bem aderida ao
osso. Em geral, é recoberta por epitélio integro, a menos que haja
traumatismo na regido. Dificilmente atinge dimensdes maiores que 5 cm,
possuindo, em sua maioria, menos que 3 cm de didmetro quando excisado

(DARDICK, 1996, ELLIS, AUCLAIR, 1996, EVESON et al, 2005).

Sua etiologia e patogénese ainda permanecem incertas. Em mais de 70%
dos casos existe associagdo com caridtipos anormais, envolvendo o 8ql2,
locus do gene PLAGI (EVESON et al, 2005, KANDASAMY et al, 2007).
Inicialmente, estudo de Kools et al, em 1995, mapeou a regido 12ql13-15, em

cultura de células de adenoma pleomorfico, através da técnica de FISH



(fluorescence in situ hibridization), onde foi identificada, como unica
anomalia citogenética, a regido de quebra da translocagdo t(1;12)(p22;ql15).
Mark et al (1997) confirmaram anomalias na regido cromossdmica 12q 13-15

de adenomas pleomdrficos e adicionalmente identificaram a translocagdo

(3;8) (p21;q12).

Através da analise por Southern blot, Kas et al, em 1997, identificaram
o gene PLAGI (pleomorphic adenoma gene 1). Segundo os autores, o PLAGI
identifica-se como um gene constantemente rearranjado por translocacgdes,
envolvendo a regido 8ql2 em adenomas pleomérficos. A demonstragcdo de
rearranjos em determinada regido do gene PLAGI, sugere a possibilidade do
PLAGI fusionar-se ao gene posicionado no brago curto do cromossomo trés
no locus 21 (posi¢do do CTNNBI1). A fusdo ocorreria no exon 3 do PLAGI,

idéntico ao exon 1 do CTNNBI, o gene da P-catenina.

Queimado et al (1999), também, estudaram em culturas de células de
adenomas pleomérficos, de tumores malignos de glandula salivar e de
glandula salivar normal, o gene PLAG/. Em glandulas salivares normais nao
se encontrou o gene PLAGI. Nas culturas de tumores benignos e malignos
este gene, no entanto, foi expresso. Os autores sugerem que o gene PLAGI
ndo ¢ exclusivamente expresso nos adenomas pleomorficos como previamente
referenciado. Por isso, provavelmente, ndo ¢ util como marcador para
diferenciar tumores benignos e malignos de glandulas salivares. Porém, a
ativacdo do PLAGI parece ser um evento comum nos tumores benignos e
malignos de glandula salivar, sugerindo que tenha papel importante na

oncogénese destes tumores.



Em 2004, Voz et al realizaram um estudo com o objetivo de identificar
possiveis genes que sofriam alteragdes por associagdo ao PLAGI, seja por
mutag¢des ou translocacdes. Os autores testaram 1200 genes, utilizando dois
espécimes de glandula salivar normal e dois adenomas pleomdrficos. Dos
genes avaliados, 627 apresentaram alguma alteracdo de expressdo nos
adenomas pleomorficos avaliados quando comparados com as glandulas
salivares normais. Dos 627 genes, 373 apresentaram maior expressdo nos dois
adenomas pleomorficos e 254 apresentaram expressao reduzida. Classificando
os genes conforme suas fung¢des, os autores perceberam alteragdes em
diversos aspectos fisiologicos nos adenomas pleomérficos, atribuindo tal
observacdo as alteracdes de expressdo dos genes para fatores de crescimento,
fatores de transcricdo, reguladores da apoptose, proteinas sinalizadoras e
genes do ciclo celular. Outros genes alterados representam o grupo dos
codificadores de proteinas da matriz extracelular e do citoesqueleto. Ainda de
acordo com os autores, o PLAGI também regula a angiogénese, sendo de

fundamental importancia seu papel na patogénese dos adenomas pleomérficos.

Kandasamy et al (2007), em estudo com sete casos de adenomas
pleomoérficos, identificaram grande heterogeneidade de rearranjos do gene
PLAGI, incluindo instabilidades gendmicas na forma de amplificagdo génica e

formacdo de anel.

Histologicamente, o adenoma pleomdrfico apresenta grande diversidade
morfolégica. Os componentes essenciais incluem as células epiteliais e
mioepiteliais, os elementos estromais ou mesenquimais (EVESON et al,

2005), além da possivel presenga de uma cdapsula fibrosa que pode se



apresentar incompleta ou, ainda, infiltrada por células neopldsicas

(STENNERT et al, 2001, ZBAREN, STAUFFER, 2007).

O componente epitelial pode formar ductos, pequenas ilhotas, leng¢ois
solidos, corddes anastomosados, ou ainda, sofrer diferenciacdo escamosa. As
estruturas ductais exibem didmetros variados e sdo constituidas por duas ou
mais camadas de células. As células internas ou luminais sdo cubodides com
citoplasma eosinofilico e ntcleos centrais, ou colunares com nucleo na porgéo
basal. As células externas as luminais sdo células mioepiteliais anguladas.
Este arranjo lembra o ducto intercalar da glandula salivar normal. Porém, em
contraste ao ducto intercalar normal, as células mioepiteliais nos adenomas
pleomodrficos formam espessos colares ao redor das estruturas ductiformes. Os
len¢ois possuem células poligonais ou hialinas. As poligonais exibem nucleos
ovais, hipercorméaticos, com contorno irregular ou nucleo oval de contorno
regular e cromatina uniformemente distribuida. O citoplasma ¢ escasso,
eosinofilico ou claro de limites imprecisos. As células do tipo hialino
possuem citoplasma amplo, eosinofilico e nucleo central ou deslocado para a
periferia, conferindo o aspecto plasmocitéoide. Os corddes e ninhos séo
constituidos por células poligonais (DARDICK, 1996, ELLIS, AUCLAIR,

1996, EVESON et al, 2005).

As células neoplasicas estdo em meio a estromas variados, sendo estes
fibroso, mixodide, condrdoide e hialino. Diferenciacdo escamosa, Ossea e até
lipomatosa podem ser observadas. Pleomorfismo nuclear, mitoses e necrose
ndo sdao comuns (SEIFERT, SOBIN, 1991, EVESON et al, 2005, IDE et al,
2007). Dessa diversidade arquitetural e citomorfoldégica originou-se a sua

denominac¢io (SOUZA, ARAUJO, 1994).



Os adenomas pleomorficos podem ser classificados como mixdide,
celular e cldssico, onde o subtipo mixo6ide apresenta predomindncia de
estroma, o subtipo classico uma quantidade equilibrada de estroma e células e
quando o tumor apresenta-se rico em células ¢ classificado como celular

(SEIFERT, SOBIN, 1991, ELLIS, AUCLAIR, 1996, STENNERT et al, 2001).

Segundo Souza, Araujo, 1994, existem diferencas entre o quadro
histopatologico de tumores provenientes de glandulas salivares maiores e
menores. Nos de glandulas salivares maiores, observam-se extensas areas de
estroma predominantemente do tipo mixocondréide e estruturas ductiformes
em continuidade a pequenos corddes celulares, nos de glandulas menores, sua
maior parte ¢ formada por proliferagdo de células hialinas, com estruturas
ductiformes e estroma geralmente do tipo hialino presente em meio a esses

grupamentos celulares.

Estudos ultraestruturais de adenomas pleomorficos revelaram que nas
regides altamente celularizadas destes tumores, os dois tipos celulares, ou
seja, epiteliais luminais e mioepiteliais, sdo freqlientemente identificados e
sua organizacdo mimetiza aquela das unidades acinares e ductais das
glandulas salivares normais. Apesar da auséncia das caracteristicas cldssicas
de células mioepiteliais, a distribuicdo e organizagdo das células
perifericamente orientadas e sua ligacdo com as células centrais ou luminais
através de tonofilamentos associados a desmossomos sugerem tal designagao.
Os feixes ordenados de microfilamentos caracteristicos estdo usualmente
ausentes, mas a membrana plasmatica associada a densidades focais lineares,

lamina basal, desmossomos bem desenvolvidos e processos citoplasmaticos



semelhantes a microvilos indicam tentativas de diferenciagcdo e sugerem

origem ectodérmica destas células (DARDICK et al, 1983 a, 1983b).

Dardick et al (1983a) demostraram que as zonas de matriz intercelular
consistem de uma lamina basal duplicada, fibras semelhantes a reticulina,
material elastico e depdsitos focais de material granular amorfo em
proporg¢des variaveis, os quais formam espacos de forma e tamanho variadveis.
Conforme haja o acimulo de matriz extracelular, as células se separam,
adquirindo novas caracteristicas ultraestruturais como a perda gradual de
tonofilamentos, a permanéncia da forma irregular, processos citoplasmaticos

longos, microvilos ocasionais, e a formacdo de lamina basal focal.

A partir destes estudos ultraestuturais, Dardick et al (1983a, 1983b)
desenvolveram um modelo explicativo para a histogénese deste tumor.
Segundo este modelo, ha uma proliferacdo das células mioepiteliais do ducto
intercalar da glandula salivar normal, porém, inicialmente, mantendo a
relacdo com as células luminais do ducto. As células mioepiteliais sofrem
variados graus de modificacdo e posterior separacdo resultante do acumulo de
produtos extracelulares. Durante o desenvolvimento das regides mixdides, os
espacos microcisticos aumentam e se expandem, resultando em maior

separa¢do ¢ isolamento das células mioepiteliais modificadas.

Savera, Gown, Zarbo (1997) classificaram as células mioepiteliais do
adenoma pleomérfico do seguinte modo: i. células mioepiteliais-simile:
células justa-tubulares, fusiformes e cuboidais; ii. células mioepiteliais

modificadas: localizadas em estroma mixdide condrdoide e hialino; e, iii.



células mioepiteliais transformadas: células de dreas epitelidides solidas,

escamosas ou cribiforme-basaldides.

A andlise imuno-histoquimica ndo ¢ muito vantajosa no diagndstico
rotineiro do adenoma pleomorfico. Ela ¢ util na determinacido da histogénese,
especialmente no que se refere as células mioepiteliais. Marcadores
mesenquimais, como a vimentina, S100, a actina de musculo liso (a-SMA),
cadeia de miosina pesada de musculo liso (SMMH), actina musculo especifica
(HHF-35), H-caldesmon e calponina marcam com intensidades distintas as
células mioepiteliais (SAVERA, GOWN, ZARBO, 1997, ARAUIJO et al, 2000,
FURUSE et al, 2005), assim como em células mioepiteliais de glandula
salivar normal (FOSCHINI et al, 2000, MARTINS et al, 2002, MIGUEL et al,

2002, OGAWA et al, 2003).

A o actina de musculo liso (a-SMA), cadeia pesada de miosina de
musculo liso (SMMH) e calponina foram empregadas em adenomas
pleomoérficos com o objetivo de marcar seletivamente células mioepiteliais e
analisar a sua importidncia na morfologia desta neoplasia. Observou-se que
nem todas as células mioepiteliais neopldsicas eram positivas para a-SMA e
SMMH. A calponina, todavia, foi expressa na maioria das células
mioepiteliais bem diferenciadas e em parte das células menos diferenciadas,
como por exemplo, células plasmocitoides, células metaplasicas escamosas,

indicando sua origem mioepitelial (SAVERA, GOWN, ZARBO, 1997).

Em 1990, Aratjo, Aratjo apontaram ser a vimentina uma das primeiras
proteinas encontradas na diferenciacdo de células mioepiteliais neopldsicas,

incluindo adenomas pleomorficos. A eficiéncia da vimentina como marcador



de células mioepiteliais neoplasicas foi confirmada por Araujo, Carvalho e
Aratjo (1994) em um estudo que utilizou 24 tumores de glandula salivar,
incluindo 7 adenomas pleomoérficos, ¢ comparou a imuno-expressdo da
vimentina ¢ o HHF-35. Os autores sugerem que a actina ¢, pelo menos em

parte, substituida pela vimentina em células mioepiteliais tumorais.

Araujo et al (2000) demonstraram em seus estudos: a) marcacdo
positiva para vimentina em células ndo luminais de estruturas ductais e
células plasmocitéides e fusiformes de ninhos e corddes; b) variada
positividade para actina musculo-especifica (HHF-35) para células néo
luminais e fusiformes dos adenomas pleomorficos; c¢) rara marcag¢do da
citoqueratina (CK) 14 nas células luminais; e, d) expressdo das CKs 7, 8 e 19
nas células luminais das formag¢des tubulares e estruturas ductais, exibindo o
mesmo imunoperfil das células luminais dos ductos intercalares da glandula

salivar normal.

Do mesmo modo, estudando marcadores para células mioepiteliais,
Furuse et al, 2005, encontraram marcacdo positiva nas células ndo luminais de
adenomas pleomorficos, para a calponina e vimentina. A a-SMA foi similar a
calponina, exceto nas células poligonais e plasmocitéoides, onde ndo se
observou marcagcdo. O S-100 foi positivo tanto nas células nido luminais

quanto luminais dos adenomas pleomorficos € o h-caldesmon foi negativo.

Quanto a terapéutica, a excisdo cirurgica é o tratamento eletivo e ¢
quase sempre curativo, tendo em conseqiiéncia, progndstico excelente. Os
tumores de pardtida, na sua grande maioria, sdo tratados pela parotidectomia

superficial ou total com preservacdo do nervo facial. Com esse tratamento as



recorréncias sdo proximas de zero. Na submandibular, o tratamento ¢ a
remoc¢do total da glandula, assim como nas glandulas salivares menores

(DARDICK, 1996, ELLIS, AUCLAIR, 1996, EVESON et al, 2005).

O adenoma pleomoérfico de glandula salivar ¢ uma das poucas
neoplasias benignas que pode sofrer transformacdo maligna, ocorrendo este
fato em cerca de 10% a 13% dos casos. As variaveis clinicas que possuem
correlagdo com aumento do risco de transformag¢do maligna, incluem o local,
idade do paciente e o tamanho e durag¢do do tumor, sendo estes representados
respectivamente pela glandula submandibular, pacientes idosos, e tumores

com mais de 4,5 cm de diametro (ELLIS, AUCLAIR, 1996).

2.2. CARCINOMA ADENOIDE CISTICO

O carcinoma adendide cistico, além da ocorréncia em glandula salivar,
pode acometer outras glandulas — mamaria, lacrimal, ceruminosa do canal
auditivo — além de seios nasais e paranasais, laringe, esd6fago, cérvice uterino
e prostata (ELLIS, AUCLAIR, 1996). Ainda assim, constitui uma neoplasia de
ocorréncia relativamente rara, correspondendo a menos de 1% de todos os
tumores malignos da regido de cabeg¢a e pescoco (DODD, SLEVIN, 2006),
aproximadamente 4% a 14,5% dos tumores de glandulas salivares em geral

(ELLIS, AUCLAIR, 1996, ITO et al, 2005, LIMA et al, 2005) e 6,4% dos



tumores benignos e malignos de glandulas salivares menores (TOIDA et al,

2005, PIRES et al, 2006).

Considerando-se isoladamente as neoplasias malignas, tais numeros
tornam-se mais expressivos, chegando o carcinoma adendide cistico a compor
22% do total das lesdes em glandulas salivares maiores (KOKEMUELLER et
al, 2004). Quando da analise exclusiva de glandulas salivares menores, relata-
se uma incidéncia de 14,5% a 37% (EL-NAGGAR, HUVOS, 2005, TOIDA et

al, 2005, PIRES et al, 2006).

A localizacdo preferencial dos carcinomas adenodides cisticos tem
mostrado varia¢do nos diferentes estudos. Maciejewski, Szymczyk, Wierzgon
(2002), El-Naggar, Huvos (2005), Tincani et al (2006) observam uma
tendéncia ao maior acometimento das glandulas salivares maiores (52,3% a
72%), principalmente, em pardtida e submandibular, sendo raramente
observado em localizag¢do sublingual. Kokemueller et al (2004) e Rapidis et al
(2005) encontraram maior prevaléncia em glandula salivar menor. Entre as
glandulas salivares menores intrabucais, o palato representa o sitio mais

acometido (ITO et al, 2005, TOIDA et al, 2005, TINCANI et al, 2006).

A idade média de incidéncia do carcinoma adendide cistico acontece
entre a quinta ¢ sexta décadas de vida, sendo pouco freqiiente em pacientes
abaixo dos 18 anos de idade. Geralmente, observa-se predilecdo pelo sexo

feminino (TINCANI et al, 2006), embora Kokemueller et al, 2004 ndo tenham

observado predile¢do por nenhum dos dois géneros.

Nao existem caracteristicas clinicas especificas capazes de determinar o

diagnéstico do carcinoma adendide cistico. Os sinais e sintomas vao



depender, entre outros fatores, de sua extensdo e localizacdo anatémica. Nas
glandulas salivares maiores, desenvolve-se como um aumento de volume nas
regides parauricular ou submandibular. Desconforto, dor e, até mesmo,
paralisia do nervo facial podem se apresentar ao longo do desenvolvimento da
doenca, estando provavelmente relacionados a ocorréncia de infiltracdo
perineural, um achado comum nesta neoplasia. Na regido submandibular, a
obstrucdo do fluxo salivar pode ser resultante da compressido e/ou invasdo do
ducto pela massa tumoral. Em glandulas salivares menores, a ulceracdo da
mucosa que recobre a lesdo ¢ encontrada especialmente no palato (ELLIS,

AUCLAIR, 1996).

Microscopicamente, as células tumorais que compdem esta neoplasia
sdo de apenas dois tipos: luminais e mioepiteliais (EL-NAGGAR, HUVOS,
2005), sendo que estas células se arranjam em variados padrdes morfoldgicos

(DARDICK et al, 1996).

O subtipo morfoldégico classico ¢ o cribriforme (PEREZ-ORDONEZ,
2003). Ele consiste de ilhotas de células epiteliais permeadas por numerosos
espacos cilindricos (com o aspecto de queijo suico ou de peneira). A maioria
deles ¢ constituida por pseudocistos contendo em seu interior proteoglicanas e
material semelhante a membrana basal. As células que envolvem os
pseudocistos sdo células mioepiteliais de nucleo basofilico ovoide e
citoplasma escasso. Figuras de mitose sdo raramente observadas (JIA et al,

2004, EL-NAGGAR, HUVOS, 2005).

No que se refere ao padrdo tubular, observam-se estruturas ductiformes

envoltas por um estroma desmoplasico hialino. Os espag¢os tubulares sdo



cercados por células do tipo luminal, que por sua vez sdo cercadas por uma ou
mais camadas periféricas de células mioepiteliais (EL-NAGGAR, HUVOS,

2005).

Por ultimo, o padrdo solido ¢ constituido por agregados epiteliais de
variados tamanhos, contendo poucas formag¢des glandulares e freqiientemente
necrose central. As células tumorais sdo pequenas, de morfologia variando de
cuboidal a basaloide e com nucleo hipercromatico denso. Geralmente, exibem
pleomorfismo moderado a intenso e figuras de mitose sdo eventualmente
observadas. De permeio, sdo encontradas estreitas areas de estroma (JIA et al,
2004). Por vezes, o estroma hialino eosinofilico apresenta-se tdo proeminente
que as células tumorais aparecem como corddes delgados, o que tem sido

denominado de padrao trabecular (ELLIS, AUCLAIR, 1996).

A presenca simultdnea de varios padrdes morfoldgicos em um unico
tumor ¢ um achado comum (EL-NAGGAR, HUVOS, 2005) e o padréo
predominante deve prevalecer na determinagdo da sua classificacdo
(DARDICK, 1996, ELLIS, AUCLAIR, 1996). Em alguns casos, onde nio
existe a predominancia de um subtipo histoldégico, outros tumores fazem
diagnostico diferencial com o carcinoma adendide cistico, como o adenoma
pleomérfico e o adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (ELLIS, AUCLAIR,
1996, EL-NAGGAR, HUVOS, 2005). Segundo Holst et al (1999) e Freier et al
(2005), o receptor da tirosina quinase transmembranar (c-kit) pode auxiliar na
elucidacdo deste diagndstico, principalmente em relagdo ao adenocarcinoma

polimorfo de baixo grau.



Outros aspectos microscopicos bastante evidenciados na literatura sdo a
ocorréncia de infiltracdo perineural e o comprometimento de margens
cirargicas. A infiltracdo perineural ¢ uma caracteristica proeminente do
carcinoma adendide cistico, embora sua incidéncia apresente uma
discrepancia considerdvel nos diferentes estudos, sendo encontrada entre 32%
e 72% dos casos (KHAN et al, 2001). As implicagdes deste achado
microscépico sdo ainda discutiveis. Apesar de opinides contrarias (KHAN et
al, 2001), a presenca de infiltracdo perineural, principalmente com o
comprometimento de nervos principais, ¢ considerada um possivel fator de
progndéstico desfavoravel para o carcinoma adendide cistico (LICITRA et al,

2003).

No passado, o comportamento do carcinoma adendide cistico foi
subestimado em decorréncia da aparéncia microscopica indolente e dos bons
resultados terapéuticos em curto prazo. No entanto, em longo prazo (10 a 15
anos) tem sido demonstrado um curso clinico desfavordvel para estes tumores
(KHAN et al, 2001). Atualmente, existe um consenso de que se trata de um
tumor maligno que, apesar de seu crescimento lento, resulta em destruicdo
insidiosa dos tecidos que o circundam (BRADLEY, 2004, KOKEMUELLER et

al, 2004, DODD, SLEVIN, 2006).

Entre as variaveis clinicas, o estadiamento ¢ um fator de prognoéstico
determinante no controle ou cura dos mais variados tumores, o que se verifica

no carcinoma adendide cistico (KHAN et al, 2001).



Ao analisarem tumores Tl e T2 em comparagcdo com tumores T3 e T4,
Sur et al (1997) ndo encontraram diferenca no progndstico dos pacientes. O

estadiamento N também ndo influenciou o curso da doenga.

Khan et al, 2001, observaram um melhor indice de sobrevida global em
pacientes portadores de carcinoma adendide cistico com estadiamento clinico

I e Il em comparacdo com estadiamento III e IV.

Recorréncias locais sdo geralmente relatadas entre 12% e 26% dos
casos de carcinoma adendide cistico (MACIEJEWSKI, SZYMCZYK,
WIERZGON, 2002, RAPIDIS et al, 2005, TRIANTAFILLIDOU et al, 2006).
As metastases a distdncia ocorrem entre 25% e 50% dos casos relatados na
literatura (HADDAD et al, 1995, KHAN et al, 2001, RAPIDIS et al, 2005) ¢ o
local preferencial ¢, sem duvida, o pulmdo (KHAN et al, 2001,
MACIEJEWSKI, SZYMCZYK, WIERZGON, 2002). Cérebro, ossos, figado,
rim e bago constituem os demais locais de ocorréncia (HADDAD et al, 1995,

KHAN et al, 2001).

Por outro lado, o indice de metastases em linfonodos ¢é baixo no
carcinoma adendide cistico, sendo encontrado em apenas 6% a 10% dos

pacientes (KHAN et al, 2001, TRIANTAFILLIDOU et al, 2006).

Apesar de suas multiplas recorréncias, a sobrevida longa ndo é um fato
incomum (BRADLEY, 2004). De acordo com Khan et al (2001), a sobrevida
média dos pacientes apds a ocorréncia de metastases no pulmao variou de 4,9
anos (para pacientes com recorréncia local simultanea) a 6,8 anos (excluindo-

se 0s casos com recorréncia local).



Spiro (1997) observou que 10% dos pacientes com metastase a distdncia
sobreviveram de 10 a 16 anos apos a deteccdo inicial. Contudo, ressalta que o
surgimento dos primeiros sintomas no pulmio e a disseminacdo da doenca
para visceras resultam em um curso clinico desfavoravel, levando a 6bito em

um periodo que raramente ultrapassa 1 ou 2 anos apds estes eventos.

Portanto, o longo periodo de laténcia para alguns dos carcinomas
adendides cisticos sugere que o seguimento clinico de 5 anos ¢ insuficiente,
fazendo-se necessdrio um controle regular dos pacientes por pelo menos 10

anos (SPIRO, 1997, MACIEJEWSKI, SZYMCZYK, WIERZGON, 2002).

O comprometimento de margens cirurgicas ¢ altamente variavel
dependendo da casuistica analisada, podendo ocorrer em 29% a 77% dos casos
(KHAN et al, 2001) e constitui outro foco de controvérsia. Enquanto Khan et
al (2001) ndao observaram nenhuma influéncia respectivamente no controle
local e sobrevida global dos pacientes, Triantafillidou et al, 2006, observaram

que a presenca de margens positivas resultava em uma pior sobrevida.

Existem estudos correlacionando o padrdo morfolégico com o
prognostico dos pacientes. O subtipo sélido do carcinoma adendide cistico
tem mostrado um progndstico pior que o tipo cribiforme e o tubular (KHAN et

al, 2001, KOKEMUELLER et al, 2004, CRUZ-PEREZ et al, 2006).

Ja, Khan et al (2001) atribuiram graus microscOpicos aos carcinomas
adendides cisticos, os quais foram determinados pela auséncia ou presenga do
componente sdélido e pela sua porcentagem no tumor. Quanto maior o grau

histolégico, pior a evolugdo em termos de metdstases e sobrevida global.



Além disso, alguns pesquisadores destacam que o padrdo tubular
representa a forma mais diferenciada do carcinoma adendide cistico, tendo o
progndstico mais favoravel (YASUMATSU et al, 2004). Contudo, o motivo da
existéncia destas diferencas no prognostico e atividade proliferativa entre os
diferentes subtipos histologicos do carcinoma adendide cistico ndo foi ainda

esclarecido (EL-NAGGAR, HUVOS, 2005).

Quanto ao tratamento, as principais op¢des para o carcinoma adenoide
cistico se resumem em cirurgia ampla, com ou sem esvaziamento cervical,
seguida ou ndo de radioterapia MACIEJEWSKI, SZYMCZYK, WIERZGON,
2002, RAPIDIS et al, 2005, TRIANTAFILLIDOU et al, 2006). A
quimioterapia e as terapias moleculares apresentam baixos indices de sucesso

(DODD, SLEVIN, 2006).

2.3. E-CADERINA E B-CATENINA

A capacidade de invasdao das neoplasias para os tecidos adjacentes e
dissemina¢do para orgdos distantes, em parte, é atribuida a diminui¢do da
expressdo das moléculas de adesdo, o que facilita o desprendimento das
células e seu conseqiiente deslocamento. Entretanto, outras fun¢des tém sido
imputadas a estas moléculas, incluindo regulagdo da proliferacdo,
diferenciac¢do e apoptose celular (BEAVON, 2000, WIJINHOVEN, DINJENS,

PIGNATELLI, 2000, PEINADO, PORTILLO, CANO, 2004).



Nos ultimos anos, algumas moléculas de adesdo celular, bioquimica e
geneticamente distintas, foram descritas. Dentre as quais, destacam-se as
integrinas, a superfamilia das imunoglobulinas, as selectinas, as caderinas e o
determinante celular CD44. E sugerido que, possivelmente, todas as
moléculas de adesdo contribuem, em maior ou menor propor¢do, para o
controle do comportamento das células neoplasicas ou com o direcionamento
da resposta imune antitumoral (BEAVON, 2000, MOON et al, 2004,

TAKAHASHI-YANAGA, SASAGURI, 2007).

A superfamilia das imunoglobulinas compreende moléculas que sido
independentes do calcio cujos dominios estdo relacionados as
imunoglobulinas. As integrinas sdo proteinas heterodiméricas, originalmente
conhecidas como receptores para moléculas da matriz extracelular. Também,
sdo mediadoras da adesdo célula-célula por se ligarem através de ligacdes
heterotipicas a membros da superfamilia das imunoglobulinas. As selectinas
sdo moléculas de adesdo representadas por L-, E-, e P-selectina. Além do que,
comportam-se como mediadoras das liga¢cdes dos leucocitos as células
endoteliais, dos linfocitos nos linfonodos e auxiliam no extravasamento dos
leucdcitos granulocitos nos tecidos inflamados. As referidas selectinas se
ligam a grupos carboidratos especificos através dos dominios de lectina

(PETRUZELLI et al, 1999).

O termo CD44 define um grupo de proteinas da superficie celular com
diferentes pesos moleculares que variam de 85 a 160 kDa. A proteina de 90
kDa ¢ a forma predominante nos leucdcitos enquanto as isoformas maiores (de

150 a 160 kDa) sdo encontradas em células epiteliais e mesenquimais atuando



como um receptor para o acido hialurénico na matriz extracelular

(BANKFALVI et al, 1999).

As caderinas representam uma familia de moléculas de adesdo celular
transmembranares, dependentes do célcio, que se ligam através de ligacdes
homofilicas. Sdo importantes ndo apenas no estabelecimento ¢ manutencio
das unides intercelulares, mas também na determinacdo da especificidade
adesiva das células. Geralmente, células com poucas moléculas de caderina
apresentam menor adesividade. Sendo, também, essenciais no
desenvolvimento da polaridade celular e no estabelecimento da morfologia
tecidual. O céalcio ¢ essencial para a fun¢do adesiva das caderinas e na

protecdo contra a digestdo pelas proteases (WHEELOCK, JOHNSON, 2003).

A denominag¢ao “caderina” foi sugerida inicialmente por Takeichi em
1984, para caracterizar um “sistema de adesdo celular dependente do calcio”
(WHEELOCK, JOHNSON, 2003). As caderinas sdo divididas em subclasses
de acordo com sua distribui¢do tecidual. A nomenclatura deriva-se do tecido
no qual estas glicoproteinas foram inicialmente identificadas. A caderina
epitelial (E-caderina), também conhecida como uvomorulina, molécula de
adesdo celular 120/80 (CAM 120/80), ou Arc-1 (em caes), ¢ encontrada em
células epiteliais de individuos adultos. A caderina neural (N-caderina),
também chamada A-CAM ou N-cal-CAM, foi inicialmente identificada em
tecidos neurais e musculares adultos. A caderina placentaria (P-caderina) foi
encontrada inicialmente em placenta e no epitélio, embora possa ser expressa
em outros tecidos durante o desenvolvimento. Além destas trés principais

subclasses, existem também a B-caderina (encontrada no cérebro) e a L-CAM



(caderina do figado de galinha) (WIJNHOVEN, DINJENS, PIGNATELLI,

2000).

Em adultos, quase todos os tipos de epitélio expressam E-caderina e P-
caderina. A E-caderina geralmente estd uniformemente distribuida em todas
as camadas do epitélio, com exce¢do da camada mais superficial, enquanto
que a P-caderina estd concentrada mais intensamente na camada basal
(WHEELOCK, JOHNSON, 2003). Em glandula mamaria, verifica-se que as
células luminais expressam E-caderina (BANKVALVI et al, 1999) enquanto
as células mioepiteliais basais expressam a P-caderina (LEBRET et al, 2006).
Também em glandula sudoripara, as células mioepiteliais ndo expressam E-
caderina (SCHON et al, 1999). Estas moléculas de adesdo nio estdo
aleatoriamente distribuidas sobre as superficies celulares, mas apresentam
uma tendéncia de localizag¢do nas junc¢des especializadas denominadas jungdes
aderentes, onde desempenham um papel fundamental no desenvolvimento

destas estruturas (RAMBURAM, GOVENDER, 2002).

O gene que codifica a E-caderina humana é o CDHI situado no braco
longo do cromossomo 16. A E-caderina possui um peso molecular de
aproximadamente 120 kDa sendo composta por trés dominios, um
citoplasmatico, um transmembranar e um extracelular, que consiste de cinco
subdominios numerados (C1-C5), onde C1 representa o mais distante da
membrana celular. O subdominio C1 contém trés aminodcidos dispostos em
uma seqiiéncia: histidina, alanina-valina (HAV) sendo essencial para o
processo de adesdao célula-célula (BEAVON, 2000, HAJRA, FEARON et al,

2002).



No que se refere ao dominio extracelular da E-caderina, este liga-se,
através de ligagdes homofilicas dependentes de célcio, ao dominio
extracelular de uma molécula de E-caderina de uma célula vizinha, assumindo
uma conformacdo de um “ziper molecular” (BEAVON, 2000; WIJNHOVEN,
DINJENS, PIGNATELLI, 2000). O dominio citoplasmatico da E-caderina esta
ligado a actina do citoesqueleto através de interagdes heterotipicas com as
moléculas denominadas cateninas. Estas proteinas foram identificadas por
Ozawa, Baribault, Kemler, em 1989, que sugeriram os termos o, B e vy
catenina para designar as moléculas de 102, 88 ¢ 80 kDa, respectivamente.
Este termo deriva-se do latim catena (ou cadeia) ¢ esta relacionado a
principal funcdo das cateninas, que consiste na ligacdo das moléculas de

adesdo dependentes do calcio ao citoesqueleto.

A PB-catenina e a y-catenina se ligam ao dominio citoplasmatico da E-
caderina, enquanto a a-catenina une a fP-catenina ou a y-catenina a rede de
microfilamentos de actina do citoesqueleto. Desta forma, numa mesma célula
existem dois complexos distintos de E-caderina/catenina, um sendo composto
por E-caderina, [P-catenina e a-catenina e o outro representado pela E-
caderina, y-catenina e a-catenina (BEAVON, 2000, WIJNHOVEN, DINJENS,

PIGNATELLI, 2000).

Norris et al, em 1996, caracterizaram o gene da P-catenina (CTNNBI),
sendo localizado na posicdo 3p21. Compode-se de 12 introns separando 13
exons. Os autores sequenciaram 10 dos 12 introns, pois acreditam que os
demais sdo extremamente extensos, dificultando sua amplificag¢do pela técnica

da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).



Além da participagdo da P-catenina na adesdo celular, por meio de sua
ligacdo com a E-caderina, hd também um papel na sinalizagcido celular. A B-
catenina ¢ um elemento importante na via de sinalizacdo Wnt (wingless). Na
auséncia de sinais mitdticos externos a P-catenina ¢ seqiiestrada em um
complexo com o produto do gene APC possibilitando a sua fosforilacdo e
degradacdo da f-catenina livre. Normalmente, a quantidade de P-catenina
livre no citoplasma ¢ pequena. A elevag¢do no teor de P-catenina livre € o
resultado da inativacdo do sistema APC ou ativacdo da via WNT-I
(WIJNHOVEN, DINJENS, PIGNATELLI, 2000). A maioria das mutacdes do
gene APC resulta em uma proteina truncada que continua com a capacidade de
formar complexos, mas ndo degrada a B-catenina. O resultado do aumento da
B-catenina livre no citoplasma ¢ sua translocacdo para o nucleo se ligando a
fatores de transcri¢do que levam a ativa¢do inapropriada da expressdo génica

(MOON et al, 2004, IWAI et al, 2005, GAO et al, 2005, SCULLY et al, 2005).

Alteracdes na expressdo da E-caderina podem ocorrer tanto em
processos fisioldgicos como em patologicos. Dentre os fisiologicos, destaca-
se a reacdo das células epiteliais na cicatrizagdo das feridas. O fechamento da
ferida numa camada epitelial requer ndo apenas uma reducdo da adesdo
celular, mas também uma estimula¢do da motilidade celular. As alteragdes
apresentadas pelas células epiteliais sdo induzidas pela liberacdo de citocinas
e outras substancias ativas apos a lesdo tecidual. De particular importancia ¢
o papel exercido pelo fator de crescimento epidérmico (EGF) e sua interacio
com seu receptor (EGFR). Assim que o defeito tenha se fechado, a adesdo
celular ¢ regulada permitindo que o epitélio retorne a sua resisténcia inicial

(BEAVON, 2000).



Desde que o complexo E-caderina/catenina ¢ um requisito fundamental
para a manutencdo da adesdo intercelular normal, em carcinomas, a E-
caderina atua como uma molécula supressora da invasdao e¢ sua perda permite
ou aumenta o risco de invasdo nos tecidos normais subjacentes. De modo
geral, a imunomarcac¢do da E-caderina e das cateninas é mais intensa nos
tumores bem diferenciados, que mantém sua adesividade celular e sdo menos
invasivos, mas ¢ reduzida em tumores pouco diferenciados que perderam a
adesdo célula-célula e mostram comportamento fortemente invasivo. As
alteracdes na expressdo da E-caderina podem, conseqlientemente, ser um
importante passo no desenvolvimento e progressio de um tumor maligno
(WIJNHOVEN, DINJENS, PIGNATELLI, 2000, MENKE, et al, 2001,

BANKFALVI et al, 2002).

Em glandula mamaéria, a expressdo da E-caderina e P-catenina foi
averiguada por Bankfalvi et al (1999) utilizando tecido normal, lesdes
benignas e carcinomas in situ e invasivo. Estas proteinas foram fortemente
expressas em células luminais e basais de tecido glandular normal, lesdes
benignas proliferativas e neopléasicas benignas. De modo contrario, foi
detectada auséncia de Ecaderina/f-catenina em carcinoma in situ e carcinoma
invasivo lobular. Os autores concluiram que altera¢gdes na expressdo deste
complexo protéico estdo envolvidas com fases precoces da carcinogénese

mamaria.

Divergindo destes autores, Tan et al (1999) correlacionaram forte
marcacdo imuno-histoquimica da E-caderina com maior tamanho do tumor,

metastase nodal e menor sobrevida em pacientes com carcinoma de mama.



Estes autores ressaltam que a forte expressdo de E-caderina é fator preditivo

de menor sobrevida desta neoplasia.

Moon et al (2006) avaliaram o complexo E-caderina/f-catenina, por
meio de imuno-histoquimica, em carcinomas de células em anel de sinete
pulmonar, gastrico e colo-retal, além de adenocarcinoma pulmonar
convencional. Houve redug¢do significativa da expressdo deste complexo
protéico em todos os tumores com excecdo ao carcinoma de células em anel
de sinete localizado em pulmao. Estes resultados sugerem que o papel
biologico da E-caderina e P-catenina em carcinoma de células em anel de

sinete pulmonares pode diferir dos tumores em outras localizagdes.

A correlagdo das alteragdes genéticas e epigenéticas do gene da E-
caderina com os carcinomas gastricos esta bem estabelecida, encontrando-se
uma reduc¢do da expressdo protéica variando entre 17% a 92%. Mutacdes
germinativas do CDHI sdo encontradas nos carcinomas gastricos familiares
(OLIVEIRA et al, 2004, 2005) e mutacdes somaticas em mais de 50% dos
carcinomas gastricos do tipo difuso (LIU et al, 2006). Além disso, o gene
CDH1I pode ser inativado por metilagdo na seqiiéncia citosina-guanina (CpQG)

da sua regido promotora (LIU et al, 2005).

Também, tem sido bem documentada a associagcdo da perda ou sub-
regulacdo da E-caderina com a progressdo do ciancer de mama esporadico. A
expressdo da E-caderina € irreversivelmente perdida em mais de 85% dos
carcinomas lobulares invasivos. Isto resulta da perda da heterozigose (LOH)

no 16q22.1, envolvendo o gene da E-caderina - CDHI (>50% dos casos),



freqiientemente em combinagdo com mutacdo ou silenciamento epigenético do

alelo CDHI remanescente (COWIN, ROWLANDS, HATSELL, 2005).

Salahshor et al (2001) analisaram a freqiiéncia de alteragdes no gene da
E-caderina em canceres familiares e detectaram que muta¢des nesse gene nao
¢ fator de risco para desenvolvimento do cdncer de mama, porém, sugerem
que mutacdes somaticas no gene E-caderina tém impacto na divergéncia

fenotipica da lesdo, bem como no progndstico desta neoplasia.

Ainda em carcinoma de mama, Caldeira et al (2006) encontraram alta
freqiiéncia de metilagdo no gene CDHI em 72% dos 79 casos de carcinomas
de mama primdrios estudados e esta alteracdo foi associada, por vezes, com a
reducdo da expressdo ndo s6 da proteina E-caderina como também do receptor

de estrogénio (ER) e progesterona (PgR).

Em carcinoma de tiredide também tem sido observada metilagdo na
regido promotora do gene da E-caderina. Smith et al (2007) sugerem que a
identificacdo de metilagdo deste gene pode ser util na determinag¢do do
prognostico do paciente. Em cancer de préstata, ndo foi verificada
hipermetilacdo em nenhum dos tumores estudados, assim como ndo existe
diferenca na freqiiéncia de metilacdo nestes tumores entre a ragca negra e

branca (WOODSON et al, 2003).

Polimorfismo na regido promotora do gene da E-caderina (substituicdo
de C por A na posicdo -160) representa um fator de risco para diversos tipos
de canceres (WANG et al, 2007). Varios estudos tém evidenciado que homens
portadores do alelo A e gendtipo AA apresentaram risco relativo aumentado

(variando 1,88 a 9,03) para desenvolvimento de cancer de prostata



(VERHAHGE et al, 2002, POOKOT et al, 2006, GOTO et al, 2007, WANG et
al, 2007). Kamoto et al (2005), estudando uma populagdo japonesa,
verificaram, além do aumento do risco da doenga, correlacdio com a
progressdo tumoral. Este risco aumentado também pode ser observado em

cancer renal (KIEMENEY et al, 2006).

Em carcinoma hepatocelular, ndo foi verificada associagdo entre o
polimorfismo -160 C—A no gene da E-caderina e maior risco de recorréncia
tumoral. Do mesmo modo ndo houve correlacio deste polimorfismo com
outros pardmetros clinico-patoldgicos como sexo, idade, trombo tumoral em
veia porta, nivel pré-operatério da alfa feto-proteina, tamanho do tumor e

gradagdo histopatologica (LI et al, 2007).

Shan et al (2007), estudando 152 mulheres portadoras de endometriose,
observaram ndo haver aumento do risco relativo para o desenvolvimento da
doenca em individuos portadores do polimorfismo -160 C—A na regido

promotora do gene da E-caderina.

Este polimorfismo de unico nucleotideo (SNP- single nucleotide
polymorphism) localizado na posi¢do -160 da regido promotora do gene da E-
caderina havia sido identificado por Li et al (2000). Os autores afirmaram que
o polimorfismo referido influencia na regulagdo transcricional por alterar a
capacidade de ligagdo a fatores de transcri¢do, gerando uma atividade 68%

menor.

A relacdo entre a imunoreatividade nuclear aberrante e mutag¢des do
exon 3 do gene da B-catenina — CTNNBI — foi verificada por Garcia-Rostan et

al (2001) em neoplasias de tiredide. Por meio de SSCP (single strand



conformational polymorphism) seguido de seqlienciamento ficou demonstrado

que as mutacgdes estdo associadas a menor diferenciagdo do tumor.

Park et al (2005), analisando carcinomas hepatocelulares, verificaram
muta¢do do gene da B-catenina em 16% dos tumores, além disso observaram

imuno-marcag¢do nuclear da proteina em 30 dos 81 casos estudados.

Em casos de linfoma de células T/NK também foram observadas
mutag¢des do exon 3 do gene CTNNBI. Oito mutacdes foram detectadas em 5
(16%) dos tumores e dois destes apresentavam multiplas mutacdes

(TAKAHARA et al, 2004).

Ainda em linfoma de células T/NK, HONGYO et al (2005) estudaram
estes tumores em pacientes japoneses e coreanos, verificando maior
incidéncia de muta¢des no gene da P-catenina nos casos japoneses, além de

muta¢des em diferentes exons no gene P53.

Konopka et al (2007) demonstraram, por meio de SSCP e
seqienciamento, mutacdes do exon 3 do gene CTNNBI em 16,1% dos
carcinomas endometriais estudados. Os autores ressaltam que estas mutacdes
foram acompanhadas pela mutagdo do gene PTEN e sugerem que, em
carcinomas endometriais, varios mecanismos moleculares devem influenciar

no desenvolvimento destes tumores.

2.4. E-CADERINA E B-CATENINA EM TUMORES DE GLANDULA

SALIVAR



Em tumores de glandula salivar a expressdo da fP-catenina e da E-
caderina vem sendo pesquisada, por meio de estudos imuno-histoquimicos,

sendo escassas as investigacdes das alteracdes génicas.

Franchi et al (1999) verificaram a associacdo da auséncia ou o
decréscimo na expressdo da E-caderina com o aumento das dimensdes do
carcinoma adendide cistico, presenca de metastases a distdncia e estados mais
avancados desta neoplasia. Pacientes com tumores exibindo auséncia ou baixa
expressdo apresentaram sobrevida livre de doenga significativamente mais
curta, assim como a sobrevida global. A expressdo da E-caderina, portanto, se

mostrou como um significativo indicador de sobrevida.

A expressdo imuno-histoquimica da E-caderina, o e P-catenina em
carcinomas adenoides cisticos foram investigadas por Zhang et al, em 2000,
utilizando 50 casos de carcinomas adendides cisticos e 10 espécimes de
glandula salivar normal. Verificou-se uma expressido forte e estavel do
complexo da E-caderina-fcatenina em glandula salivar normal, entretanto uma
expressdo bem mais fraca ou até mesmo ausente foi encontrada em todos os
casos de carcinomas adendides cisticos, além do que os niveis de expressdo
de E-caderina-catenina estiveram correlacionados com a diferenciagdo das

células do carcinoma adenoide cistico.

Ainda em 2000, Economopoulou et al realizaram estudo imuno-
histoquimico, utilizando o anticorpo contra a E-caderina, em varios tumores
de glandula salivar. Nos casos de adenomas pleomérficos os resultados
demonstraram auséncia de marcagdo em células epiteliais dispersas em

estroma mixoide, porém marca¢do linear forte em ductos, corddes e ilhas,



além de marcag¢do moderada e descontinua em células plasmocitdides. Nos
carcinomas adenoides cisticos foi observada marcacdo de intensidade varidvel

em células basaldides.

Em 2005, Daa et al também avaliaram a expressdo da P-catenina, E-
caderina e ciclina DI em 23 casos de carcinomas adenodides cisticos de
glandula salivar. A B-catenina foi detectada na membrana celular de todos os
casos de carcinoma adendide cistico, apesar de sua distribuicdo ter sido
irregular em relagcdo as estruturas normais. Em trés dos 23 casos, detectou-se
a B-catenina no nucleo, assim como na membrana celular. A rea¢do em cadeia
da polimerase e o seqiienciamento do gene da P-catenina revelaram uma
mutag¢do missense em um caso dos trés, onde havia sido evidenciada marcacéo
nuclear. Em relacdo a E-caderina, foi verificada marcagdo na membrana
celular com a mesma distribuicdo irregular encontrada para a B-catenina. Em
11 casos, a ciclina D1 localizou-se no nucleo, mas nao houve correlagdo com
a marcacdo nuclear da B-catenina. Os autores sugeriram que os distdrbios na
distribuicdo da P-catenina e da E-caderina devem afetar a morfologia do
carcinoma adendide cistico e que uma pequena fragdo dos casos ¢
caracterizada pela mutac¢do no gene da B-catenina, a qual estd associada com o
acumulo nuclear do produto deste gene, mas ndo afeta a transcricdo do gene

da ciclina D1.

Em estudo anterior, Daa et al (2004) investigaram possiveis mutacdes
nos genes componentes da via Wnt, incluindo o CTNNBI, AXINI ¢ APC em
carcinomas adendides cisticos, por meio de PCR, SSCP e seqiienciamento. De
20 casos de carcinoma adendide cistico, sete (35%) estiveram associados com

mutagcdes em um ou mais desses trés componentes. A mutagdo em CTNNBI foi



detectada em um caso. Houve uma tendéncia das mutacdes serem detectadas

mais freqiientemente no padrdo cribriforme.

Assim como em tumores gastricos, a metilacdo da regido promotora do
gene da E-caderina também foi pesquisada em carcinoma adendide cistico.
Maruya et al (2004) verificaram esta alteragao epigenética em 16 dos 23 casos
estudados, embora, sem correlagdo com a gradagdo histologica ou
progndéstico. Os autores indicam que: a) o promotor do gene da E-caderina
esta freqiientemente metilado em carcinomas adendides cisticos, levando a
uma reducdo da expressdo protéica; b) a expressdo imuno-histoquimica
variavel da E-caderina pode resultar na heterogeneidade intratumoral; ¢) um
aumento na extensdo das regides metiladas pode estar associado ao avanco da
doenca. Em 2007, Zhang et al correlacionaram a auséncia de imuno-expressio
de E-caderina com a metilacdo da regido promotora do gene codificador desta
proteina. Estes autores sugerem que tal metilacdo exerce importante papel na

citodiferenciacdo e invasdo perineural do carcinoma adendide cistico.

A expressdo e a importancia clinica dos niveis de PB-catenina, Pin 1 e
ciclina D1 em carcinoma adenoide cistico de glandula salivar foram avaliadas
por Zhou e Gao (2006). Nos 65 casos estudados, a expressdo protéica foi
avaliada pela técnica imuno-histoquimica e por Western blot. A expressido do
RNAm foi verificada por meio de RT-PCR. Quatorze casos (22%) exibiram
imunoreatividade para a P-catenina, sendo que em 9% dos casos a marcacédo
mostrou-se nuclear. A redu¢do da marca¢do de membrana foi observada em
casos com metastases (11/14). Os autores sugeriram, a partir destes e de

outros resultados complementares, que a via de sinalizagdo Wnt estd ativada



no carcinoma adendide cistico, podendo exercer importante papel nesta

neoplasia.

Prado et al (2006) avaliaram a expressdo imuno-histoquimica da B-
catenina em 16 casos de adenoma pleomorfico, além de 3 casos de carcinoma
ex-adenoma pleomédrfico e 10 casos de glandula salivar normal. Observaram a
perda da expressio em adenoma pleomorfico, principalmente nas células
estromais e acumulo citoplasmatico nos casos de carcinoma ex-adenoma

pleomodrfico.

A topografia da E-caderina e sua possivel correlagcdo com o fenotipo
histolégico de tumores de glandula salivar foi investigada por Andreadis et al
(2006). Em adenomas pleomérficos observou-se reduc¢do ou auséncia da
expressdo da E-caderina em células periféricas de ilhas ou estruturas
ductiformes e, ainda, em células plasmocitéoides ou estromais. Reducdo
moderada da expressdo foi verificada em carcinomas adendides cisticos,
embora esta reducdo tenha sido bem menos significativa que nos casos de
carcinoma ductal, carcinossarcomas, carcinoma mioepitelial, adenocarcinomas
oncociticos e adenocarcinomas ndo especificados. O estudo sugere uma
associacdo direta da expressdo da E-caderina com o fenodtipo histoldgico

neoplasico, o qual ¢ perdido em tumores mais invasivos e indiferenciados.

O complexo E-caderina/PB-catenina foi avaliado, por meio de imuno-
histoquimica, em diversos tumores de glandulas salivares por Furuse et al
(2006). Todos os tumores estudados, incluindo adenoma pleomorfico e
carcinoma adendide cistico, foram positivos para estas proteinas,

apresentando padrdo de distribui¢do similar, no entanto, evidenciou-se



expressdo mais fraca para a PB-catenina. Além disso, o adenoma pleomorfico
apresentou imuno-marcacio irregular e significativamente mais fraca do que

os outros tumores malignos.



PROPOSICAO




3. PROPOSICAO

Sabendo-se da importadncia das moléculas de adesdo para o
comportamento bioldégico das neoplasias epiteliais, o propdsito deste trabalho
consistiu em investigar alteracdes moleculares — o polimorfismo -160 C/A no
gene da E-caderina (CDHI), possiveis muta¢gdes no exon 3 do gene da B-
catenina (CTNNBI) e analisar a expressdao imuno-histoquimica das respectivas
proteinas - nos adenomas pleomorficos e carcinomas adendides cisticos de
glandulas salivares. Além disso, procurou comparar os achados morfoldgicos
e imuno-histoquimicos entre os dois tumores e correlaciona-los com as

alteragdes moleculares.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo consistiu em uma pesquisa descritiva e comparativa
constituida pela observagdo, analise e registro da expressdo imuno-
histoquimica das proteinas E-caderina e PB-catenina, além da identificacdo do
polimorfismo -160 C/A na regido promotora do gene CDHI e observacdo e
analise da triagem de mutag¢des no gene CTNNBI, em adenomas pleomorficos

e carcinomas adendides cisticos.
4.2. POPULACAO

A populagdo alvo incluiu todos os casos de adenomas pleomorficos e
carcinomas adendides cisticos, emblocados em parafina, obtidos dos arquivos
do Laboratorio de Anatomia Patoldogica do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard e
da Disciplina de Patologia Oral do Departamento de Odontologia da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, no periodo de 1999 a 2006.
4.3. AMOSTRA

No presente trabalho foram selecionados 24 casos de adenoma
pleomorfico e 24 casos de carcinoma adendide cistico de acordo com os
seguintes critérios de inclusdo: confirmac¢do do diagndstico histologico,
quantidade de material emblocado suficiente para a realizagdo das andlises,
mais de 70% do tecido emblocado constituido pela neoplasia e sucesso na

extragdo do DNA.



4.4. ANALISE MORFOLOGICA

Para o estudo morfoldgico, foram utilizadas ldminas com cortes de 5
pm de espessura do material incluido em parafina, corados pela técnica da
Hematoxilina/Eosina (descrita adiante). Foi entdo realizada andlise descritiva
dos aspectos histologicos observados nos adenomas pleomdrficos e
carcinomas adenodides cisticos. O adenoma pleomérfico foi avaliado quanto ao
arranjo de seu componente epitelial (leng¢dis, ilhotas ou corddes e estruturas
ductiformes), tipo de célula mioepitelial (plasmocitdéide, fusiforme ou clara),
tipo de estroma presente (mixdide, condrdide, hialino e fibroso) e a presenga
ou nao de capsula fibrosa. Alem disso, os casos de adenomas pleomorficos
foram classificados em dois padrdes com relagdo ao predominio do
componente parenquimatoso ou estromal. Para o carcinoma adendide cistico
foram verificados o padrdo morfoldégico predominante (cribriforme, tubular ou

solido) e infiltracdo perineural (ausente ou presente).



TECNICA HISTOQUIMICA DA HEMATOXILINA/EOSINA

Xilol T (15 minutos)

Xilol IT (15 minutos)

Alcool absoluto (3 minutos)

Alcool 95° GL (3 minutos)

Alcool 70° GL (3 minutos)

Agua corrente (5 minutos)
Hematoxilina de Harris (5 minutos)
Agua corrente (5 minutos)

Solucdo alcool-dcida a 1% (passagem rapida)
Agua corrente (5 minutos)

Eosina de Lison (2 minutos)

Alcool 70°GL (3 minutos)

Alcool 95° GL(3 minutos)

Alcool absoluto (3 minutos)

Xilol I (3 minutos)

Xilol IT (3 minutos)

Xilol IIT (3minutos)

Montagem com laminula e a resina Permount® (Fischer Scientific, Fair

Lawn, NJ, USA).



4.5. TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 3 um de

espessura e posteriormente estendidos em ldminas de vidro previamente

limpas e preparadas com adesivo a base de organosilano

aminopropiltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA).

Os cortes foram entdo submetidos a seguinte seqiiéncia:

(3-

e Passagem das laminas em estufa pré-aquecida a 70° C por 120 minutos;

e Desparafinizacdo e hidratagdo em gradiente xileno-alcool-agua;

e Recuperacio antigénica de acordo com o quadro 1;

e Incubacdo com os anticorpos primarios (diluicdo previamente

padronizada);

e Detec¢do por polimeros marcados com peroxidase (sistema EnVision —

DakoCytomation), por 30 minutos;
e Revelagdo pelo sistema DAB (diaminobenzidina);
e (Contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer;

e Desidratacdo em gradiente agua-alcool-xileno;

e Montagem com laminula e resina Permount'™(Fischer Scientific, Fair

Lawn, NJ, USA).

Quadro 1: Especificagdo dos anticorpos utilizados, clone, fabricante, dilui¢do, recuperac@o antigénica e tempo de incubag@o.

Especificidade Clone | Fabricante Diluigéo Recuperacgio Incubacgio
Antigénica

E-caderina H108 Santa Cruz Biotechnology, 1:50 Citrato (pH 6,0) 60 min
. . 95°C, 3 min -
Santa Cruz, California. Sistema Pascal
(DakoCytomation)
B-catenina 14 BD Transduction Laboratories, 1:150 Citrato (pH 6,0) Overnight
BD Biosciences Pharmingen, 95° C, 40 min -

San Jose, California. Steamer (18 horas)




O controle positivo da reagdo para a E-caderina foi realizado com
tecido de urotélio e para a B-catenina epitélio de revestimento da mucosa oral.
Tecido de glandula salivar normal e epitélio de revestimento inclusos nos
espécimes tumorais foram utilizados como controle interno da reagdo. Como
controle negativo, em alguns cortes, o anticorpo primario foi substituido por
BSA a 1% e solugdo tampdo e subseqiientemente foram submetidos a todos os

passos ja descritos.

4.6. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Considerou-se marcacdo a coloragdo distinta em marrom (castanho), em
contraposi¢do ao azul/violeta da contra-colorag¢do (hematoxilina), nos locais
previstos para a detec¢do do antigeno estudado (Quadro 2). As amostras
foram analisadas por um unico observador em microscopio Optico com
aumento de 100 e 400x (OLYMPUS CH 30). As estruturas ductais presentes
nas glandulas salivares normais adjacentes ao tumor, assim como, o epitélio
de revestimento da mucosa oral foram utilizados como controle positivo

interno da reacao.

Quadro 2- Sitios de expressdo celular das proteinas estudadas.

Proteina Sitios de Expressao Celular
Membranar Citoplasmatico Nuclear
E-caderina X X
B-catenina X X X

Verificou-se a presenga ou auséncia, a intensidade de marcacio,

localizacdo celular e na arquitetura tumoral e padrio de distribuicdo de




marcacdo. A intensidade de marcacdo e o padrdo de distribui¢do, varidveis do
tipo qualitativas ordinais, foram verificadas utilizando-se, respectivamente,
os seguintes escores: 0 — auséncia de marcacdo, 1 — fraca marcacdo, 2 — forte
marcag¢do ¢ 0 — auséncia de marcacdo, 1- marcac¢do focal, 2 — marcacgio

difusa.

A expressdo dos marcadores também foi quantificada através da
contagem manual por microscopia dptica de pelo menos 1.000 (mil) células,
em diferentes campos representativos, utilizando aumento de 400x. Foram
atribuidos os valores 0 (ausente), 1+ (fraca), 2+ (moderada) e 3+ (intensa) de
acordo com a intensidade observada. Tais valores configuram indices aos
quais foram multiplicados os valores percentuais (%) da fracdo de células que
representam a respectiva categoria de intensidade, sendo calculado o H-Score

(McCarty et al, 1985), conforme a equacdo descrita a seguir:

H=(%0)*0+(%1+)* 1+ (%2+)*2+ (% 3+) *3

4.7. EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS DE TECIDO

A extracdo do DNA foi realizada pela técnica da quelagdo. Para
remoc¢do da parafina foram adicionados aos tubos de microcentrifuga
(eppendorfs) de 1,5 ml contendo os 6 cortes de 10 micra do tecido parafinado,
Iml de xilol em temperatura ambiente ¢ mantidos por 30 minutos em banho-
maria a 65°C. Os tubos foram entdo centrifugados por 5 minutos a 14.000
rpm, 28°C, desprezando-se o sobrenadante, seguindo-se de novas trocas de
xilol até a remog¢do completa da parafina. O corpo de fundo de tecido foi

hidratado em cadeia descendente de etanois (etanol absoluto, etanol 95%,



70% e é4gua Milli-Q) no volume de 1 ml. Cada troca foi precedida de
homogeneizac¢ido e centrifugacdo a 14.000 rpm durante 5 minutos. Os corpos
de fundo de tecido obtidos foram submetidos a digestdo enzimatica com
proteinase K adicionada a resina quelante (Chelex 100 - BioRad), além de
dithiothreitol - Cleland’s reagent (DTT) na seguinte proporg¢do: 600 pl de
Chelex100 a 20%, 12 pl de proteinase K e 42 pl de DTT. Os tubos
permaneceram 18 horas (overnight) em banho-maria a 65°C. O material foi
novamente centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm, 28°C, o sobrenadante
colhido e adicionado a 1 pl de Chelex100 a 20%, seguida de nova
centrifugacdo. Repetiu-se a coleta do sobrenadante e 1 ml de dgua Milli-Q foi

adicionada. O produto final foi mantido a -20 R C.

4.8. AVALIACAO DA EFICIENCIA DA EXTRACAO DO DNA POR

PCR

Para avaliacdo da eficacia de extra¢do, todas as amostras de extracdo de
DNA foram submetidas a analise por PCR. Para isto, foram utilizados primers
(oligonucleotideos iniciadores) especificos para a amplificacdo de fragmentos
do exon 4 do gene constitutivo humano codificador da proteina
metilenotetrahidro folato redutase (Quadro 4). As condi¢des para a reacdo

estdo descritas no quadro 3.

O sucesso da amplificagdo por PCR foi verificado através de
eletroforese em gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etideo

(0,5pg/ml) e visualizado sob luz ultra-violeta.



Quadro 3 - Condi¢des da PCR para o gene MTHFR (adaptagdo de Skibola et al, 1999).

REACAO TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Desnaturacgdo inicial 94 °C 2 min 1 X
Desnaturagio 94 °C 30 seg
Anelamento 62 °C 30 seg 40 X
Extensdo 72 °C 30 seg
Extensdo final 72 °C 7 min 1 X

Quadro 4 - Regido de amplificacdo dos genes estudados, seqiiéncia dos primers utilizados e tamanhos dos
fragmentos obtidos.

Gene Exon Seqiiéncia dos primers Tamanho

MTHFR 4 5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ 198 pb
5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

CDH1 Regido 5’- TCCCAGGTCTTAGTGAGCCA-3’ 190 pb

(E-caderina) | promotora | 5>-GGCCACAGCCAATCAGCA-3’

CTNBBI1 3 5’-GCTGATTTGATGGAGTTGGA-3’ 230 pb

(B-catenina) 5’-CCAGCTACTTGTTCTTGAGTGAA-3"

4.9. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE DNA DOS GENES DA

E-CADERINA E B-CATENINA

Todas as amostras positivas para o gene da metilenotetrahidro folato
redutase (MTHFR) foram submetidas a amplifica¢do da regido promotora do
gene CDHI e do exon 3 do gene CTNNBI utilizando-se os primers

especificados no quadro 4.

A reac¢do para amplificacdo do fragmento do gene da E-caderina foi
realizada com volume final de 25 pl contendo 2 pul de DNA gendémico, 17
pmol de cada primer aplicados em tubos pré-fabricados contendo 200 pM de
cada ANTP, 1,5 mM de MgCl,, 2,5 U de Taq DNA polimerase, além de 10mM
de Tris-HCIl e 50 mM de KCI (I/lustra PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads —

GE HealthCare). Os mesmos reagentes foram empregados para a amplificagédo



do exon 3 do gene CTNNBI, exceto o volume dos primers, utilizando-se 15

pmol.

As condi¢des da PCR relativas a cada primer estdo especificadas nos

quadros 5 ¢ 6.

Os fragmentos amplificados foram visualizados por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, em corrida a 70 V, duragdo de 1

hora e corado em nitrato de prata.

A solucdo de poliacrilamida 40% ¢ constituida de 50 ml de dgua Milli Q
gsq, 19g de acrilamida e 1 g de N,N metilenobisacrilamida. Em seguida, 5 ml
desta solucdo a 6% serd adicionada a 32 pl de persulfato de amonio a 10% e
3,2 ul N,N,N’,N-tetrametiletileno-diamino (TEMED) e aplicada nas placas da
unidade de eletroforese — BIORAD. Apo6s polimerizagcdo o sistema de placas ¢
montado e o tampdo TBE 1X é colocado. A solucdo a ser aplicada no gel foi
constituida por 5 pl do produto de PCR e 2 pul de Loading blue buffer 5x.
Para a revelacdo o gel foi imerso em 200 ml de solug¢do fixadora (100 ml de
etanol a 100%, 5 ml de acido acético e 895 ml de agua Milli Q) por 5 min,
sendo adicionado 30 ml da solucdo corante (6g de nitrato de prata em 1000 ml
de agua Milli Q). Apos 5 min, sob agitagdo constante, o gel foi transferido
para 200 ml da solucdo reveladora (6g de NaOH em 1000 ml de dgua Milli Q)
onde foi adicionado 2 a 5 ml de folmaldeido P.A. Em seguida a solucgdo
reveladora foi descartada sendo substituida por 100 ml de solucdo fixadora e

5 ml de dlcool a 70%. Os géis foram montados em placas de vidro.



Quadro 5: Condi¢des da PCR para o gene CDH(adaptagdo de Pookot et al, 2006).

REACAO TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Desnaturacgdo inicial 94 °C 10 min 1X
Desnaturacao 94 °C 1 min
Anelamento 58 °C 45 seg 42X
Extensdo 72 °C 1,30 min
Extensdo final 72 °C 5 min 1X

Quadro 6: Condicdes da PCR para o gene CTNBB(adaptagdo de Takahara et al, 2004).

REACAO TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Desnaturagao inicial 95°C 10 min 1X
Desnaturacao 95°C 1 min
Anelamento 56 °C Imin 40X
Extensao 72 °C Imin
Extensao final 72 °C 5 min 1X

4.10. DETECCAO DE POLIMORFISMO NO GENE DA E-CADERINA

POR RFLP (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM)

A técnica RFLP utiliza enzimas de restri¢cdo para cortar o DNA em
sitios especificos constituidos por 4 a 6 pares de base, previamente
conhecidos. As amostras de DNA sdo digeridas por uma ou mais enzimas de
restricdo e os fragmentos resultantes sdo separados de acordo com o tamanho
molecular, utilizando-se gel de eletroforese. As variagdes resultam de
substituicdo, adi¢do, dele¢do ou rearranjo na seqiiéncia de bases dentro do

sitio a ser reconhecido pela enzima.

Assim sendo, nesta pesquisa, os produtos de PCR do gene da E-caderina
foram submetidos a digestdo da enzima de restrigdo Af/1II. Tendo em vista
que o polimorfismo investigado gera a substituicdo de C por A, a enzima
AfITI1 gerou dois fragmentos de 120 e 70 pb quando reconheceu o alelo
polimodrfico A. Para fins de confirmacdo, as amostras polimdrficas foram

submetidas a digestdo da enzima Hphl, que reconhece o alelo selvagem C.



Foram utilizadas 0,8 U e 0,6 U das enzimas Hphl e AfII1I, respectivamente e
10 pul do produto da PCR (amplicon), em volume total de 25ul. Para a
restricdo com a enzima AfIIII foi adicionado BSA. O mix foi mantido por 18
horas (overnight) a 37 °C. Os alelos foram discriminados por meio de

eletroforese em gel de poliacrilamida como ja descrito.

4.11. TRIAGEM DE MUTACOES DO GENE DA B-CATENINA POR

SSCP

A triagem de mutag¢des do exon 3 do gene da P-catenina foi realizada
através da técnica de polimorfismo conformacional de fita simples, ou

simplesmente SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism).

Esse método ¢ basecado no fato de que a mobilidade eletroforética de
uma fita Gnica de acido nucléico, em gel de poliacrilamida ndo desnaturante,
depende ndo somente do tamanho, mas também, da sua seqiiéncia (ORITA et

al, 1989).

Os produtos de PCR foram acrescidos de SSCP loading buffer
(formamida 95%, EDTA 0,02M, xilenocianol 0,5%, bromofenol blue 0,5%) na
propor¢do 2:1. A mistura obtida foi levada a temperatura de 95 RC por 10
minutos, mantida em gelo até o momento da aplicagdo em gel de
poliacrilamida a 12,5% (GeneGel Excel, 12.5/24 Kit; Pharmacia Biotech)
montado na unidade de eletroforese GenPhor (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden). A eletroforese foi realizada a 160 V, 8 RC por 3 horas. Os
fragmentos de fita simples de DNA foram corados pelo nitrato de prata
utilizando-se um kit de revelacdo (DNA Silver Staning Kit- Amersham

Bioscience).



4.12. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a testes estatisticos adequados
com o objetivo de testar as hipoteses levantadas no presente estudo. Os dados
foram digitados em planilha eletronica SPSS (Statistical for Social Science
version 13.0 for Windows®, Chicago, Illinois USA) onde foram feitas as
analises por meio dos testes estatisticos Qui-quadrado, exato de Fisher, ¢ de

Student, Kruskal Wallis e correlagdo de Pearson.

4.13. IMPLICACOES ETICAS

O projeto de pesquisa desenvolvido foi submetido a apreciacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, o qual aprovou o projeto através do parecer n® 081/2005, constante no

anexo 1.
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5. RESULTADOS

Analisando as variaveis clinico-epidemioldégicas de nossa amostra,
verificamos que o sexo feminino foi mais prevalente tanto para o adenoma
pleomoérfico (70,8% - 2,43:1 feminino/masculino), quanto para o carcinoma

adenoide cistico (66,7% - 2:1 feminino/masculino).

De modo geral a média de idade dos casos estudados foi de 42,6 anos.
Quando se analisa os casos quanto ao sexo, a média de idade foi de 43,5 anos
para o sexo masculino e 42,3 para o sexo feminino. Considerando o tipo de
neoplasia, os pacientes com adenoma pleomorfico apresentaram média de
idade de 35,5 anos e a média de idade dos pacientes portadores de carcinoma
adendide cistico foi de 51,6 anos, apresentando diferenca estatisticamente

significativa (p<0,001) no teste ¢ de Student .

A localizacdo mais freqiiente dos adenomas pleomodrficos, da amostra
estudada, foram as glandulas salivares maiores (66,7%), enquanto os
carcinomas adendides cisticos em 65,2% dos casos localizaram-se em
glandulas salivares menores, resultando em diferenca estatisticamente
significativa quando se compara a localizag¢do das duas lesdes pelo teste exato

de Fisher (p<0,05).



5.1. RESULTADOS MORFOLOGICOS

Os adenomas pleomorficos de glandula salivar menor ¢ maior estudados
apresentaram o aspecto histoléogico caracteristico, ou seja, exibiram a
presenca de cdpsula (Figura la), na maioria das vezes com uma proliferacdo
de células luminais e ndo luminais, arranjando-se em corddes, ninhos, ilhas e
leng¢dis sélidos (Figura 1b), formando estruturas ductiformes revestidas por
duas ou mais camadas de células num estroma variavel. Em 4 casos (16,66%)
de adenoma pleomoérfico observou-se areas de metaplasia escamosa (Figura

Ic).

Na maioria dos casos, 0os tumores mostravam mais de um tipo de
estroma, havendo predomindncia de um tipo estromal especifico em apenas 3
casos. O estroma mixoide foi o mais freqiiente, seguido do tipo hialino e
fibroso. J4 o estroma condrodide (Figura la) esteve presente em 7 casos, destes
5 localizados em glandula salivar maior e apenas 2, em glandula salivar
menor (Quadro 7). O componente epitelial foi predominante em 62,5% dos
adenomas pleomdrficos em detrimento de 37,5% exibindo predomindncia do

componente estromal.

Quadro 7. Tipos de estromas observados nos adenomas pleomorficos.

Estroma Glandula salivar menor Glandula salivar maior

Mixdide 12 5

Fibroso 8 7

Hialino 5 4
Condroide 5 2




Em relacdo a presengca de céapsula, dos 24 casos de adenoma
pleomoérfico de glandula salivar estudados 21 (87,5%) exibiam a presenca de
capsula nos cortes histoldégicos avaliados, estando ausente em 3 casos; 2
oriundos de glandula salivar menor e 1 de glandula salivar maior. Em quase
todos os casos que possuiam capsula foi possivel observar a infiltracdo da
mesma pelas células tumorais (Figura 1b), exceto em 5 casos de glandula
salivar maior, onde nao se detectou esta infiltracdo. As células infiltrativas
arranjavam-se principalmente na forma de corddes e ninhos, por vezes,

células isoladas também foram observadas.

Os carcinomas adenodides cisticos avaliados também apresentaram o
aspecto tipico exibindo proliferagdo de células epiteliais redondas ou
cuboidais com citoplasma escasso e grandes nucleos ovais hipercromaticos
originando 3 subtipos histoldgicos, mostrando estruturas pseudo-cisticas no
padrdo cribiforme (Figura 2a), estruturas tubulares no tubular (Figura 2b), e
em forma de lenc¢dis ou ilhas no padrdo solido (Figura 2c). Em 4 casos,
observou-se invasdo das células tumorais para estruturas adjacentes (Figura

2b).

Dos 24 casos de CACs selecionados, 10 (41,7%) eram do tipo tubular, 8

(33,3%) cribiforme e 6 (25%) do subtipo solido.



5.2. RESULTADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

5.2.1. E-CADERINA

A andlise da expressdo imuno-histoquimica da proteina E-caderina
demonstrou a presenca de marcagdo em quase todos os casos de adenoma
pleomérfico, exceto em um caso (4,16%) originado de glandula salivar maior.
De forma geral, verificou-se marca¢do de intensidade fraca e padrdo de
distribui¢cdo difuso. Em relacdo a intensidade de marcacdo (Tabela 1), dos 23
casos considerados positivos, apenas 8 (34,8%) foram registrados com escore
2 (forte marcacdo) (Figura 3) e os

marcagdo, correspondendo ao escore 1.

Tabela 1. ParAmetros utilizados no teste Qui-quadrado (Qui®) para avalia¢io da intensidade de
imunoexpressdo para E-caderina e B-catenina em adenomas pleomorficos e carcinomas

adenoides cisticos. Natal, RN — 2008.

outros 15 casos (65,2%) exibiram fraca

Proteina Tumor | Intensidade de Imunoexpressao Total Qui* p*
Fraca Forte n (%)
n (%) n (%)
E-caderina AP 15 8 23 1,113
(65,2%) (34,8%) (100%)
CAC 12 12 24 0,292
(50,0%) (50%) (100%)
B-catenina AP 14 8 22 4,224
(63,6%) (36,3%) (100%)
CAC 8 16 24 0,040
(47,8%) (52,2%) (100%)

Legenda: AP, adenoma pleomdrfico; CAC, carcinoma adenoide cistico

* p<0,05



Entre os 23 casos de adenomas pleomdrficos positivos, o padrdo difuso
de distribuig¢do foi discretamente predominante, sendo observado em 13 casos
(56,5%) enquanto a marcag¢do focal apresentou-se em 10 casos (43,5%)

(Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros utilizados no teste Qui-quadrado (Qui®) para avaliacdo dos padrdes de

imunoexpressdo para E-caderina e B-catenina em adenomas pleomorficos e carcinomas
adendides cisticos. Natal, RN — 2008.

Proteina Tumor Padrao de Imunoexpressao Total Qui’ p*
Focal Difuso n (%)
n (%) n (%)
E-caderina AP 10 13 23 1,786
(43,5%) (56,5%) (100%)
CAC 6 18 24 0,181
(25%) (75%) (100%)
B-catenina AP 13 9 22 7,053
(59,1%) (40,9%) (100%)
CAC 5 19 24 0,008
(20,8%) (79,2%) (100%)

Legenda: AP, adenoma pleomorfico; CAC, carcinoma adenoide cistico

* p<0,05

A média do indice de marcacdo imuno-histoquimica HScore para a E-

caderina em adenomas pleomorficos foi 91,43+55,81.

Observou-se marcacdo citoplasmatica (Figura 3b) nos 23 casos

positivos de adenomas pleomoérficos e, em 11 destes casos (47,8%) além da
marcacdo citoplasmatica, verificou-se positividade na membrana plasmatica

celular (Figura 3a,c) (Tabela 3).



Tabela 3. Pardmetros utilizados no teste Qui-quadrado (Quid) para avaliagdo da
imunoexpressdo de E-caderina, segundo localizacdo celular, em adenomas pleomorficos e
carcinomas adenoides cisticos. Natal, RN — 2008.

Tumor Localizagdo da Imunoexpressao Total Qui* p*
, Citoplasma e n (%)
Citopl
roplasha Membrana
0
n (%) n (%)
Adenoma 12 11 23 1,705
Pleomortfico
(52,2%) (47,8%) (100%) 0,192
Carcinoma 8 16 24

Adenoide Cistico
(33,3%) (66,7%) (100%)

* p<0,05

Houve diferenca estatisticamente significativa no padrdo de
distribuicdo de imuno-expressdo da E-caderina entre os adenomas
pleomoérficos com predominio do componente epitelial e adenomas
pleomérficos com predominio estromal (p<0,05) (Tabela 4). Dos 8 casos
classificados como predominantemente estromais, 6 (75%) exibiram padrdo de
distribuicdo focal. Do mesmo modo, houve diferenga estatisticamente
significativa quando as médias do indice HScore para a E-caderina foram

comparadas entre os dois padrdoes morfologicos (Figura 11).



Tabela 4. Parametros utilizados no teste exato de Fisher para avaliacdo dos padrdes de
imunoexpressdo para E-caderina segundo predominancia histoléogica em adenomas
pleomorficos. Natal, RN — 2008.

Histopatologia Padrdo de Distribuicdo da Total p*
Imunoexpressao
n (%)

Focal Difuso

n (%) n (%)
Predominio Epitelial 4 11 15 0,039

(26,7%) (73,3%) (100%)

Predominio Estromal 6 2 8

(75%) (25%) (100%)

*p<0,05

No que concerne a localizag¢do, foi evidenciada imunorreatividade para
a E-caderina indistintamente nas células periféricas ou centrais de corddes,
ninhos e lencdis sdlidos e células luminais e ndo luminais das estruturas
ductiformes dos adenomas pleomoérficos. Em apenas um caso, evidenciou-se
marca¢do predominante em células luminais das estruturas ductiformes
(Figura 3b). Destaca-se maior intensidade de marcagdo nas d4reas de
diferenciagdo escamosa em todos os tumores que apresentaram tal achado.
Também, deve ser salientada a negatividade da marcagdo de quase a

totalidade das células mioepiteliais aprisionadas no estroma tumoral.

Nos carcinomas adenodides cisticos estudados evidenciou-se
imunorreacdo em todos os casos, sendo observada equidade na quantidade de
casos com forte (Figura 4a,c) e fraca marcagao (Figura 4b) (Tabela 1). Para
analise estatistica da correlag¢do entre a intensidade de marcag¢do e os subtipos
histologicos do carcinoma adenoide cistico, empregando-se o teste exato de

Fisher, agrupou-se os subtipos cribriforme e tubular e comparou-se ao subtipo



solido. Do mesmo modo, observou-se distribuicdo equivalente de casos com

fraca e forte marcacdo (Figura 12) (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros utilizados no teste exato de Fisher para avaliagdo da intensidade de
imunoexpressao para E-caderina segundo padrdes histopatoldgicos de carcinomas adenoides

cisticos. Natal, RN —2008.

Subtipos histoldgicos Intensidade de Imunoexpressdo | Total p*

Fraca Forte n (%)
n (%) n (%)

Cribriforme ¢ Tubular 9 9 18 1,000
(50%) (50%) (100%)

Sélido 3 3 6
(50%) (50%) (100%)

*p<0,05

O padrao de distribuicdo foi predominantemente difuso (18 casos —

75%), inclusive quando se considera o subtipo histoldogico (Tabela 2 e 6). Em

16 tumores (66,6%) houve marcagdo membranar (Figura 4a) e o citoplasma

exibiu positividade em todos os casos (100%) (Figura 4c) (Tabela 3).

A média do indice de marcacdo imuno-histoquimica HScore para a E-

caderina em carcinomas adenoides cisticos foi 123,63+55,74.



Tabela 6. Pardmetros utilizados no teste exato de Fisher para avaliacdo dos padrdes de
imunoexpressao para E-caderina segundo subtipos histopatoldgicos de carcinomas adenoides
cisticos. Natal, RN —2008.

Subtipo Histologico Padrdo de Imunoexpressdo | Total p*
Focal Difuso n (%)
n (%) n (%)
Cribriforme ¢ Tubular 5 13 18 1,000
(27,8%) (72,2%) (100%)
Sélido 1 5 6

(16,7%) (83,3%) (100%)

*p<0,05

Assim como nos adenomas pleomorficos, a positividade para a E-
caderina nos CACs ndo mostrou especificidade por nenhum grupo ou arranjo
celular em particular. Em dois casos, classificados como tubulares, pode-se
observar expressdo predominante no centro das estruturas tubulares, assim
como nas células luminais de estruturas cisticas de apenas um caso de CAC
cribiforme. Por fim, em um unico caso de tumor sodlido ¢ evidente a

predominancia de marcacdo nas células centrais dos ninhos.

Quando foram comparados o grupo dos adenomas pleomdrficos com o
grupo dos carcinomas adenodides cisticos ndo houve diferenca estatisticamente
significativa com relagdo a intensidade de marcag¢do - fraca ou forte (Tabela
1) nem quanto a distribui¢do de marcag¢do - focal e difusa (Tabela 2) para a E-
caderina. No entanto, houve diferenca estatisticamente significativa entre as
médias do indice de H-Score das duas lesdes (p=0,051) (Tabela 7 e Figura

13).



“t”

Tabela 7. Parametros utilizados para o teste “t” de Student para avaliagdo dos H-Scores para
E-caderina e B-catenina, de acordo com tipo de tumor. Natal — RN, 2008.

H-Score Tumor N Média | Desvio padrao t p*
E-Caderina | AP 24 91,43 55,81 -1,999 | 0,051
CAC 24 123,63 55,74
B-Catenina | AP 24 86,81 57,40 -3,375 | 0,002
CAC 24 136,10 42,70

Legenda: AP, adenoma pleomdrfico; CAC, carcinoma adenoide cistico
*p<0,051

5.2.2. B-catenina

A proteina P-catenina foi imuno-expressa em 22 (91,66%) dos 24
adenomas pleomodrficos pesquisados. Entretanto, a intensidade de marcacio
(Tabela 1), quando se considera os casos positivos, foi predominantemente
fraca (14 casos — 63,6%) e o padrdo de distribuicdo foi focal na maior parte
dos casos (13 casos — 59,1%) (Figura 5a,c) (Tabela 2). A média do indice de
marca¢do imuno-histoquimica HScore para a [-catenina em adenomas
pleomédrficos foi 86,81£57,40 e houve diferencga estatisticamente significativa
quando as médias dos indices HScore foram comparadas entre os diferentes

padrdes histopatoldogicos (Figura 14).

Em todos os casos positivos foi evidenciada marcag¢do citoplasmatica e
em 10 dos 22 casos positivos (50%) a membrana citoplasméatica também
exibiu expressdo para a B-catenina. Positividade nuclear foi notada em 1 caso

(4,5%) (Tabela 8).



Tabela 8. Pardmetros utilizados no teste Qui-quadrado (Quid) para avaliagdo da
imunoexpressdo de B-catenina, segundo localiza¢do celular, em adenomas pleomorficos e
carcinomas adenoides cisticos. Natal, RN — 2008.

Tumor Localiza¢do da Imunoexpressao Total Qui’ p*
Citolasma Citoplasmae | Nucleo e n (%)
P Membrana | Citoplasma
0

n (%) n (%) n (%)
Adenoma 11 10 1 22 4,429 0,109
Pleomorfico

(50%) (45,5%) (4,5%) (100%)
Carcinoma 7 11 6 24
Adendide
Cistico (29,2%) (45,8%) (25%) (100%)

* p<0,05

Quanto a localizac¢do, foi observada marcac¢do indistinta nas células
constituintes dos leng¢dis, ninhos, corddes e ductos. Apenas em trés casos se
sobressai a expressdo em células luminais de estruturas ductiformes. Assim
como para a E-caderina, foi marcante a intensidade da expressdo da [-
catenina nas areas de diferenciacdo escamosa (Figura 5b) e também foi
patente a negatividade das células mioepiteliais aprisionadas nos diversos

tipos de estromas tumorais.

Todos os casos de carcinomas adenodides cisticos apresentaram
positividade para a B-catenina e, de forma inversa ao observado nos adenomas
pleomorficos, a grande maioria dos casos (19 — 79,16%) exibiram padrao
difuso de distribui¢do (Figura 6a,b) (Tabela 2 ¢ 9). A intensidade de marcacéio

foi preponderantemente forte (16 dos 24 casos — 66,66%) (Tabela 1 e 10).



Tabela 9. Parametros utilizados no teste exato de Fisher para avaliacdo dos padrdes de

imunoexpressdo para B-catenina, segundo padrdes histopatologicos de carcinomas adendides
cisticos. Natal, RN — 2008.

Subtipo Histologico Padrdo de Imunoexpressao Total p*
Focal Difuso n (%)
n (%) n (%)
Cribriforme ¢ Tubular 5 13 18 0,280
(27,8%) (72,2%) (100%)
Sélido 0 6 6
(0%) (100%) (100%)

*p<0,05

Tabela 10. Parametros utilizados no teste exato de Fisher para avaliagdo da intensidade de

imunoexpressdo para [3-catenina padrdes histopatologicos de carcinomas adenodides cisticos.
Natal, RN — 2008.

Subtipo Histologico Intensidade de Imunoexpressao Total p*
Fraca Forte n (%)
n (%) n (%)
Cribriforme ¢ Tubular 6 12 18 1,000
(33,3%) (66,7%) (100%)
Sélido 2 4 6
(33,3%) (66,7%) (100%)
*p<0,05

A média do indice de marcagdo imuno-histoquimica HScore para a B-
catenina em carcinomas adenodides cisticos foi 136,10+42,70, havendo
diferenga estatisticamente significativa entre os subtipos histoldgicos (Figura

15) (Tabela 11).



Tabela 11. Pardmetros utilizados no célculo do teste de Kruskal Wallis para avaliagdo dos H-
Scores para E-caderina e -catenina em relagdo aos padrdes histopatoldgicos de carcinomas
adenoides cisticos. Natal — RN, 2008.

H-Score Padrao n | Mediana Q25-Q7s5 Média KW p*
Histologico dos
Postos

E-caderina  Cribriforme 8 101,95 89,78 - 120,35 9,38 2,741 0,254
Tubular 10 124,90 97,65 -177,18 13,20

Sélido 6 136,30  134,33-172,85 15,50

B-catenina  Cribriforme 8 89,40 67,45 - 132,08 7,38 6,334 0,042
Tubular 10 150,55 133,93 - 165,80 15,30

Sélido 6 145,05 138,83 - 153,68 14,67

* p<0,05

A expressdo citoplasmatica foi evidenciada em todos os casos (100%),
enquanto que a membrana citoplasmatica apresentou-se imuno-marcada em 11
casos (45,83%). De forma destacavel, nos casos onde existiu marcacdo
nuclear (6 — 25%) (Figura 6b) ndo se observou marcagdo membranar (Tabela

8).

Em apenas trés casos pode-se apontar marcac¢do diferenciada em células
luminais de estruturas cisticas ou em células centrais de estruturas tubulares
ou ninhos sdlidos (Figura 6¢). De forma geral, a imuno-marca¢do ocorreu de

modo indiferenciado no parénquima neopldasico.

Quando se comparou o grupo dos adenomas pleomoérficos com o grupo
dos carcinomas adendides cisticos houve diferenga estatisticamente
significativa para os pardmetros de expressdo imuno-histoquimica da f-

catenina avaliados (Figura 16). A intensidade de marcag¢do - fraca ou forte



(Tabela 1), distribui¢do de marcacdo - focal e difusa (Tabela 2) e média do

indice de H-Score (Tabela 7) apresentaram valor de p<0,05.

5.2.3 E-caderina/p-catenina

Aplicando-se o indice de correlagdo de Sperman, houve correlacido
estatisticamente significativa dos indices de H-Score da E-caderina com da f-
catenina. O coeficiente de correlagdo de Spearman revela ser uma fraca

correlagcdo (0.46) (Figura 17).

5.3. RESULTADOS DA ANALISE DO POLIMORFISMO DA E-

CADERINA

Das 48 amostras investigadas, 2 (4,16%) exibiram polimorfismo
heterozigdtico na posi¢do -160 da regido promotora do gene CDHI
evidenciada por digestdo da enzima Af/III, a qual gerou trés bandas; a
primeira de 190pb, correspondente ao alelo selvagem ndo cortado e outras
duas de 120 e 70 pb. As amostras digeridas pela enzima Af/1II também foram
cortadas pela enzima Hphl, resultando em trés bandas, uma correspondente ao
alelo polimdérfico ndo cortado e outras duas correspondentes ao alelo
selvagem cortado (Figura 8). Os dois casos onde se observou o polimorfismo
genético, um foi adenoma pleomdrfico e o outro carcinoma adendide cistico.
As caracteristicas da marcacdo imuno-histoquimica destes casos estdo
evidenciadas na Tabela 12. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
quando se comparou as médias do indice HScore dos casos polimérficos com
as médias do indice HScore dos casos sem polimorfismo (p<0,05) (Tabela

13).



Tabela 12: Caracteristicas de imuno-marcacdo da E-caderina nos casos com
polimorfismo genético do gene CDHI. Natal — RN, 2008.

Lesao Intensidade Distribuicio Média do Localizacao
HScore
Adenoma Fraca Focal 55,5 Citoplasmatica
Pleomorfico
Carcinoma Fraca Difusa 84,5 Citoplasmatica
Adenodide
Cistico

Tabela 13. Polimorfismo no gene CDHI, tamanho da amostra, média de HScore, desvio
padrdo, teste t e valor de p. Natal, RN — 2008.

Proteina Polimorfismo n Média Desvio t p*
padrio
CDH1 HScore
E-Caderina Presente 2 69,75 20,15 2,370 | 0,151
Ausente 46 109,17 58,15
*p<0,05

5.4. RESULTADOS DA TRIAGEM DE

CTNNB1

MUTACOES DO GENE
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Figura 7. Gel de poliacrilamida a 6%, onde observa-se bandas de 190pb indicativas da
amplificagdo de fragmentos do gene COH

Figura 8. Gel de poliacrilamida a 6%, demonstrando £FLF para o polimorfismo - 160 C/A do
gene COHI. Colunaa — 10pb; b e h— produto de PCR nio digendo de 190pb; ¢ ¢ - produto
de PCR heterozigoto digerido pela enzima fiphl; d e g - produto de PCR heterozigoto
{polimérfico) digerido pela enzima AN ¢ - produto de PCR homozigoto digendo pela
enzima Hph! (ndo poalimérfico).



Figura 9. Gel de poliacrilamida a 6%, onde observa-se bandas de 230pb indicativas da
amplificagio de fragmentos do gene CTANE L.

Figura 10, PCR-SSCP em gel de polincnlamida a 12,5%. Vanados padrdes de migrogdio sio observindos, A seti
cura mostra o padrio considerado selvagem ¢ a5 sefas longas apontam padrdes alterados. considermdos
sugestivos de mutagio do exon 3 do gene CTVNES.



Treze amostras (27,08%) apresentaram variacdo do padrio de
mobilidade eletroforética do PCR-SSCP, sugestivas de mutacdo do exon 3 do
gene CTNNBI (Figura 10). Dos treze casos, 6 eram adenomas pleomédrficos e
7 carcinomas adendides cisticos. Quando as médias de H-Score dos casos
sugestivos de mutacdo foram comparadas com as médias de H-Score dos casos
com corrida eletroforética padrdo ndo foi observada diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) (Tabela 14). Houve marca¢do imuno-
histoquimica da proteina B-catenina em nucleo em 2 desses casos, enquanto 7
exibiram marca¢do apenas citoplasmatica e 4 marcagdo membranar e

citoplasmatica.

Tabela 14. Sugestdo de mutacdo do gene CTNNBI, tamanho da amostra, média, desvio
padrao, teste t e valor de p. Natal, RN — 2008.

H-score Mutacio n Média Desvio t p*
padrio
CTNNBI
B-Catenina Presente 13 96,32 43,52 1,322 | 0,196
Ausente 35 117,10 59,41

*p <0,05



Figura 11. Box-Plot relativo ao indice H-Score para E-caderina, de acordo com a
predominéancia histoldgica em adenomas pleomorficos. Natal, RN — 2008.
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Figura 12. Box-Plot relativo ao indice H-Score para E-caderina, de acordo com o padrio
histopatologico de carcinomas adendides cisticos. Natal, RN — 2008.
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Figura 13. Box-plot relativo ao indice H-Score para E-caderina, de acordo com tipo de lesdo.
Natal - RN, 2008.
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Figura 14. Box-Plot relativo ao H-Score para -catenina, de acordo com a predominancia
histologica em adenomas pleomorficos. Natal, RN — 2008.
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Figura 15. Box-Plot relativo ao indice H-Score para B-catenina, de acordo com o padrdo
histopatoldgico de carcinomas adendides cisticos. Natal, RN — 2008.
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Figura 16. Box-plot relativo ao indice H-Score para -catenina, de acordo com tipo de lesdo.
Natal — RN, 2008.
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Figura 17. Scatter-Plot evidenciando a correlagdo dos indices de H-Score da E-
caderina e B-catenina (0,46). Natal, RN — 2008.
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6. DISCUSSAO

Os tumores de glandulas salivares compdem um grupo distinto de
neoplasias que apresentam comportamento clinico variado e ampla
diversidade morfoldgica, tornando a abordagem tematica um desafio.
Identificam-se como lesdes raras, pois perfazem cerca de 2% a 6,5% do
conjunto de neoplasias de cabec¢a ¢ pescoco. E importante destacar que 54% a
79% destas neoplasias sdo benignas e 21% a 46%, malignas (EVESON et al,
2005, ITO et al, 2005, PIRES et al, 2006, AL-KHATEEB et al, 2007,
ANSARI, 2007). Dentre as neoplasias benignas, o adenoma pleomorfico &,
sem duvida, o tumor mais freqliente e pesquisado ¢ o carcinoma adenodide
cistico esta entre as trés neoplasias malignas mais prevalentes, a depender da
localizacdo anatoémica considerada. De modo geral, os tumores epiteliais
primarios de glandula salivar ocorrem em glandula pardtida numa prevaléncia
entre 4% a 80%, e em glandulas salivares menores, no intervalo de 9% a 23%

(EVESON et al, 2005, ITO et al, 2005, TOIDA et al, 2005).

A distribui¢cdo etdria dos pacientes da amostra em estudo, no momento
do diagndstico, refletiu os estudos epidemioldgicos nacionais e
internacionais, ocorrendo entre individuos de 20 a 50 anos de idade para o
adenoma pleomoérfico (LIMA et al, 2005, PRADO et al, 2006). J4, referindo-
se a casuistica de carcinomas adenoides cisticos, observou-se uma faixa etaria
superior, isto ¢, entre a quinta ¢ sexta década de vida, em consondncia com 0s

trabalhos de Khan et al (2001) e Jia et al (2004).

Com relacdo a varidvel sexo dos pacientes, do presente estudo,

observou-se predilecdo pelo sexo feminino, dado este semelhante aos relatos



nacionais e internacionais (MACIEJEWSKI, SZYMCZYK, WIERZGON, 2002,
LIMA et al, 2005, PIRES et al, 2006, TINCANI et al, 2006,
TRIANTAFILLIDOU et al, 2006). Registre-se que em relagdo ao carcinoma
adenoide cistico, alguns autores ndo apontam predilecdo por sexo
(KOKEMUELLER et al, 2004, EL-NAGAR, HUVOS, 2005). A relacdo

feminino/masculino, para o adenoma pleomoérfico foi de 2,43:1 e para o

carcinoma adendide cistico, 2:1.

Finalizando a andalise clinico-epidemioldgica, a localizagdo dos
adenomas pleomorficos estudados reproduziu o que a literatura aponta, ou
seja, as glandulas salivares maiores representaram o local de origem da
maioria dos casos (66,7%). Tratando-se do carcinoma adendide cistico, houve
variacdo nas séries de casos relatados na literatura consultada, em relagdo a
localizacdo anatdmica mais acometida. De modo semelhante aos estudos de
Kokemueller et al (2004) e Rapidis et al (2005), onde, respectivamente 59,5%
e 56,5% dos CACs foram originarios de glandula salivar menor, 65,2% dos
CACs do presente estudo tinham como sitio primario glandula salivar menor.
De outra forma, Tincani et al (2006) observaram leve predilecdo dos
carcinomas adendides cisticos pelas glandulas salivares maiores (52,3%),
enquanto Maciejewski, Szymczyk, Wierzgon (2002) relataram uma freqiiéncia

de 72% em glandula salivar maior.

Histologicamente, os tumores de glandula salivar constituem,
provavelmente, as neoplasias de maior heterogeneidade de todo o organismo
humano. Segundo Dardick (1996), tal diversidade morfologica ¢ atribuida a
capacidade de diferenciag¢do das células parenquimatosas, entre as quais, as

células mioepiteliais, identificadas em graus varidveis de diferenciacio.



Diferentemente, as neoplasias de pancreas, glandula que ndo apresenta na sua
arquitetura tecidual célula mioepitelial, ndo exibem esta variacdo morfoldgica
evidenciada em glandula salivar (SOUSA, ARAUJO, 1994). As necoplasias,
aqui estudadas, compartilham a mesma origem celular, embora apresentem

diferentes graus de diferenciag¢do mioepitelial.

Conforme Sousa e Araujo (1994) entre os tumores de glandula salivar,
um interesse especial tem sido reservado ao adenoma pleomorfico, pois além
de ser o mais freqiiente, apresenta um aspecto histoléogico bastante peculiar,
compartilhando como caracteristica principal um misto de componentes

epiteliais e mesenquimais-simile.

O adenoma pleomdrfico pode ser subclassificado com base na
propor¢do do componente epitelial em relagdo ao componente mesenquimal-
simile. O tipo celular representa aquele com componente epitelial
preponderante, enquanto o tipo mixodide indica os tumores constituidos, em
sua maior extensdo, por estroma mixomatoso ou mixocrondroéide e, por fim, o
subtipo cldssico denota um equilibrio dos componentes epiteliais e estromais.
Os tumores aqui investigados foram classificados pela predominadncia de seu
componente parenquimatoso (epitelial) ou estromal (mesenquimal), sendo
observada uma predomindncia parenquimatosa em 62,5% dos casos, o que esta
em relativo desacordo com alguns autores (SEIFERT, SOBIN, 1991, e

STENNERT et al, 2001).

Esta distingdo ndo tem significado prognédstico ou terapéutico mas,
ajuda a enfatizar o amplo espectro de possibilidades morfoldogicas dentro de

um mesmo tumor (ELLIS, AUCLAIR, 1996, EVESON et al, 2005). No



presente estudo, a subclassificagdo, anteriormente descrita, poderd auxiliar na
compreensdo dos tumores com maior componente mioepitelial, uma vez que ¢
reconhecido que as células localizadas no estroma apresentam fendtipo
mioepitelial e aquelas que apresentam fenotipo epitelial encontram-se em

len¢dis, ninhos, corddes e ductos.

O parénquima dos adenomas pleomorficos avaliados, de modo geral,
exibiu os achados histopatoldgicos caracteristicos, como descritos por Sousa
e Araujo (1994) Dardick (1996) e Eveson et al (2005), pois houve o
predominio de células cuboidais, fusiformes e plasmocitoides, e,
ocasionalmente, células claras. Células mucosas, sebaceas e acinares serosas
ndo foram evidenciadas. Em relagdo as configurag¢des arquiteturais, foram
notados leng¢ois solidos, formagdes cisticas, estruturas tubulares e ductais,

constituidas por duas ou mais camadas celulares.

Dos espécimes analisados, 21 (87,5%) apresentaram-se encapsulados. A
capsula estava ausente em dois casos de glandula salivar menor e em um caso
de glandula salivar maior. Foi possivel observar a infiltracdo da cdpsula por
células neoplasicas, em variados arranjos, em todos os outros tumores, exceto
em cinco casos localizados em glandula salivar maior. Tais achados
concordam com os relatos de Dardick (1996), Stennert et al (2001) e Eveson
et al (2005) os quais afirmam que apesar do adenoma pleomorfico
normalmente possuir capsula, esta pode, muitas vezes, mostrar infiltracdo

pelas células tumorais.

Verificaram-se estromas de tipos variados nos adenomas pleomorficos

ora estudados. Na maioria dos tumores, mais de um tipo de estroma pode ser



observado, sendo o tipo mixdide o mais comum, seguido pelos tipos hialino,
fibroso e condrdide, achados que corroboram os resultados obtidos por Bento
et al (2006). Outro dado histologico interessante, refere-se a presenca de
metaplasia escamosa em quatro casos, fato também descrito por Sousa e

Aratujo, 1994, e Dardick (1996).

Em relagdo ao carcinoma adenodide cistico, trés padrdes morfoldgicos
sdo bem reconhecidos; o cribriforme ¢ considerado o mais comum, perfazendo
mais de 40% dos casos relatados na literatura; o sub-tipo tubular esta presente
em cerca de 30% a 35% e, por fim, o subtipo sélido que constitui um pouco
mais de 20% (DAA et al, 2004, JIA et al, 2004, KOKEMUELLER et al, 2004).
Na amostra em discussdo, houve uma inversao dessa seqiiéncia, onde o padrdo
tubular estava presente na maior parte dos casos (41,7%), seguido do

cribriforme (33,3%) e sdlido (25%).

A diferenca entre a freqiiéncia dos subtipos histoldgicos verificado e
aquele encontrado na literatura (JIA et al, 2004, KOKEMUELLER et al,
2004), provavelmente, deve-se ao acaso. E importante considerar, ainda, que
os subtipos histoldgicos foram determinados com base no predominio das
caracteristicas histologicas, embora, algumas vezes, fosse evidenciado quase

um equilibrio de dois padroes em uma mesma leséo.

Sabendo-se ser o adenoma pleomoérfico e o carcinoma adendide cistico
neoplasias de origem epitelial e que a perda da coesdo celular ¢ um dos
primeiros eventos na tumorigénese epitelial, um dos objetivos do presente
estudo foi avaliar a expressdo imuno-histoquimica de proteinas que compdem

as juncdes celulares, especificamente a E-caderina e a [-catenina. Esta



expressdo foi comparada entre uma neoplasia benigna e uma maligna com o
proposito de identificar diferengas que contribuam para a explicacdo do
comportamento biologico distinto destes tumores. Também, foi objeto deste
estudo, a identificacdo de alteragdes moleculares nos genes da E-caderina e B-

catenina, que pudessem estar implicadas na variagcdo da expressdo protéica.

As junc¢des celulares ligam as células epiteliais umas com as outras,
sendo constituidas por diversas proteinas denominadas genericamente
moléculas de adesdo. Tais moléculas regulam o crescimento e a diferenciagéo
das células epiteliais, bem como exercem papel fundamental na manutencio
da integridade estrutural e no alto nivel de organizacdo dos epitélios. A E-
caderina faz parte de uma superfamilia de moléculas de adesdo intercelular
dependente de cdlcio, cuja fun¢do adesiva depende, de modo crucial, de sua
associacdo com a proteina citoplasméatica P-catenina (PETRUZELLI et al,
1999, BEAVON, 2000, RAMBURAN, GOVENDER, 2002, SCULLY et al,
2005) formando um complexo funcional. Estas proteinas devem ser avaliadas
em conjunto, no entanto, a B-catenina ndo estd envolvida apenas no processo
de adesdo celular, também ¢ parte da via de sinalizagdo Wnt¢, o que torna a

interpretacdo de sua expressdao mais complexa.

Ainda ndo hé evidéncias cientificas que esclarecam de modo suficiente
a relacdo entre as alteragdes no padrido de expressio do complexo E-
caderina/PB-catenina e o comportamento bioldégico das neoplasias. A maior
parte da literatura pertinente demonstra que a redu¢do da E-caderina esta,
preponderantemente, associada a pardmetros de maior agressividade
bioldgica, aumento de invasividade, metdstase e recorréncia dos tumores e

pior prognostico para os pacientes (GARCIA-ROSTAN et al, 2001, BEAVON,



2000, BANKFALVI et al, 2002, COWIN, ROWLANDS, HATSELL, 2005, LIU
et al, 2006). Entretanto, em alguns tumores, ndo se observa relagdo entre a
reducdo de expressdo da E-caderina/f-catenina e o comportamento bioldgico
mais agressivo. Tan et al (1999) correlacionaram forte marcacdo imuno-
histoquimica da E-caderina com menor sobrevida, tamanho de tumor e

ocorréncia de metastase nodal em carcinomas de mama.

Por sua vez, em outro estudo da expressdo da E-caderina em carcinomas
de células em anel de sinete gastricos, colo-retais e pulmonares, Moon et al
(2006) ndo identificaram a expressdo aberrante da E-caderina nem tdo pouco

acumulo de PB-catenina em nucleo nos tumores pulmonares.

Do mesmo modo, para as neoplasias de glandula salivar, somos da
opinido que a redug¢do da expressdo do complexo E-caderina/ B-catenina nédo
reflita maior potencial invasivo ou transformac¢do maligna destes tumores,
opinido também compartilhada por Furuse et al (2006). Na presente
investiga¢do, houve maior indice de marcagdo HScore nos casos de
carcinomas adendides cisticos que nos de adenomas pleomdrficos, tanto da E-

caderina (p=0,051) quanto B-catenina (p<0,05).

E importante registrar que a marcag¢do aqui evidenciada nos casos de
carcinomas adendides cisticos, tanto para E-caderina, quanto para B-catenina,
foi positiva, porém, relativamente menor quando se comparou com o tecido
glandular normal, presente na periferia dos tumores estudados.
Economopoulou et al (2000) também observaram uma reducdo da expressdo

da E-caderina em carcinomas adendides cisticos em comparacdo com a estavel



e forte marcacdo evidenciada em glandula salivar normal, embora, por vezes,

a marcacdo tumoral fosse negativa, o que ndo se observou em nosso estudo.

Em concordidncia com o trabalho de Maruya et al (2004), o qual
descreveu variagdo de expressdo de E-caderina em carcinomas adendides
cisticos, com marcag¢do fraca ou até mesmo ausente em alguns tumores e
intensa positividade em outros, a presente investigagdo também evidenciou

varia¢ao no padriao de marcac¢do, inclusive dentro de um mesmo caso.

Em contraposi¢do aos achados do presente estudo e ao descrito na
maior parte da literatura, Daa et al (2004) demonstrou manuten¢do da
marcacdo membranar de P-catenina em todos os subtipos histoldgicos do

carcinoma adendide cistico.

A auséncia ou reducdo da expressdo da E-caderina foi associada com
menor diferenciacdo e desenvolvimento de metdstases nos carcinomas
adenoides cisticos (FRANCHI et al, 1999). Ainda, no mesmo sentido, Zhang
et al (2000) relataram reducdo e até auséncia da expressdo da E-caderina/ B-
catenina em comparac¢do ao padrdo de glandula salivar normal e esta reducéo

foi correlacionada com fendtipo de maior infiltragdo perineural e vascular.

Em relagdo ao adenoma pleomorfico, a marcante redugdo ou auséncia de
imuno-marca¢ao da E-caderina, vista nas células dispersas no estroma, foi um
achado também evidenciado em outros estudos (ECONOMOPOULOU et al,
2000, ANDREADIS et al, 2006, FURUSE et al, 2006). Quando s¢ considerou
as células parenquimatosas, evidenciou-se, de forma geral, marcacdo fraca
tanto da E-caderina, quanto para a P-catenina, nas células constituintes dos

lenc¢ois, ninhos, corddes ¢ ductos, indistintamente no [imen ou em células nao



luminais. Apenas dois casos foram negativos para a fP-catenina e um caso

negativo para a E-caderina.

No entanto, a literatura apresenta resultados conflitantes para a
expressdo destas proteinas nas células do parénquima. Economopolou et al
(2000) verificaram marcacdo linear forte em ductos, corddes e ilhas, além de
marca¢do moderada e descontinua em células plasmocitéides. Em divergéncia,
Andreadis et al (2006) observaram reducdo ou auséncia da expressdo da E-
caderina em células periféricas de ilhas ou estruturas ductiformes e, ainda, em
células plasmocitdides. Furuse et al (2006) verificaram expressdo considerada
normal em células luminais de estruturas ductiformes bem formadas e fraca

marcacdo em células mioepiteliais basaloides que envolviam células luminais.

A menor expressdo imuno-histoquimica da E-caderina e PB-catenina nos
adenomas pleomoérficos em relagdo aos carcinomas adenoides cisticos pode
ser justificada pela diferenciagdo das células mioepiteliais nestes tumores. E
importante ressaltar que as células mioepiteliais dos tumores se apresentam
em diversos estagios de diferencia¢do, quando se compara com as células
mioepiteliais das glandulas salivares normais (FOSCHINI et al, 2000,
MARTINS et al, 2002, MIGUEL et al, 2002, OGAWA et al, 2003). Em 2005,
Furuse et al demonstraram que os adenomas pleomoérficos, de modo geral,

expressam marcadores mioepiteliais com maior intensidade e distribui¢do que

os carcinomas adendides cisticos.

Paralelamente, existem diferentes perfis de células mioepiteliais dentro
do adenoma pleomdrfico. O classico estudo de Dardick et al (1983a,b) em que

foi delineado um modelo explicativo para a histogénese desta neoplasia,



sugere que as células mioepiteliais do ducto intercalar da glandula salivar
normal proliferam, inicialmente mantendo relacdo com as células luminais do
ducto e, posteriormente, sofrem variados graus de modifica¢cdo. Por fim, a
deposicdo estromal resulta em separagdo e isolamento das células

modificadas.

Assim sendo, considerando-se que as células aprisionadas no estroma
(mioepiteliais modificadas) do adenoma pleomérfico foram negativas para E-
caderina e f-catenina, ¢é licito inferir que a diferenciacdo das células
mioepiteliais influencia na expressdo das moléculas de E-caderina e
conseqlientemente [-catenina nestas células. Assim posto, ¢ relevante
comparar a marca¢cdo da E-caderina observada em glandula salivar normal e
em adenoma pleomorfico, no presente estudo. Uma possivel interpretacio
para a marca¢do fraca e focal em adenoma pleomoérfico ¢ a modificacdo
sofrida pela célula mioepitelial em relagdo a glandula salivar normal -

marcac¢do intensa e difusa — o que, em parte, estd de acordo com Furuse et al

(2006).

Ainda sobre a correlagdo da expressdo do complexo E-caderina/p-
catenina e a diferenciacdo das células mioepiteliais, observou-se no
carcinoma adenoide cistico uma distribui¢do mais difusa destas proteinas no
subtipo histolégico sélido, em comparacdo com os demais subtipos, onde,
sabidamente, as células mioepiteliais sio menos diferenciadas (ARAUJO,
ARAUJO, 1990, ARAUJO, CARVALHO, ARAUJO, 1994, FURUSE et al,
2005). Além disto, em alguns casos de carcinoma adenoide cistico tubular,

houve marcagcdo da E-caderina/B-catenina apenas nas células luminais de



estruturas ductais, confirmando a idéia de que a diferenciacdo mioepitelial

influencia na expressdo das proteinas estudadas.

Quando se analisa a expressdo da E-caderina em células mioepiteliais
de outras glandulas humanas normais, como sudoriparas ou mamarias,
verifica-se auséncia ou reducdo desta expressdo em relagdo as células
epiteliais luminais (BANKVALFI et al, 1999, SCHON et al, 1999, COWIN,

ROWLANDS, HATSELL, 2005).

Sendo assim, a variagcdo morfologica observada entre os tumores e,
ainda dentro de um mesmo tumor, resultante da presenc¢a e diferenciacdo de
células mioepiteliais, parece influenciar na expressdo do complexo E-
caderina/B-catenina, e isto ndo tendo relacdo direta com comportamento

bioldgico dos tumores estudados.

Além disso, ¢ possivel que haja outros mecanismos envolvidos na
reducdo da expressio do complexo E-caderina/f-catenina em adenomas
pleomérficos. Células de carcinoma de mama sofrem diferenciagdo
mioepitelial, e conseqiientemente reducdo da expressdo da E-caderina, quando
em contato com matriz extracelular de origem sarcomatosa (LEBRET et al,
2006). De forma semelhante, o colageno I e II do estroma de neoplasias
malignas sdo capazes de induzir redugcdo da expressdao génica da E-caderina
em células epiteliais (MENKE et al, 2001). Isto posto, ¢ provavel que
proteinas da matriz extracelular do estroma do adenoma pleomdrfico induzam

a reducdo de expressdo de E-caderina.

Os resultados do presente estudo indicam que provavelmente a reducgdo

de E-caderina/p-catenina exer¢a papel minoritdrio no comportamento



bioldgico agressivo do carcinoma adendide cistico. Sendo assim, outros
mecanismos moleculares devem atuar de forma mais decisiva nos processos

de invasdo e metdstase desta neoplasia.

A molécula de adesdo N-CAM, constituinte da superfamilia das
imunoglobulinas, tem sido estudada em carcinoma adendide cistico, tendo em
vista seu neurotropismo. A imuno-expressdo desta proteina foi associada a
infiltragdo perineural (HUTCHESON et al, 2000, SHANG et al, 2007). No
entanto, em cultura de célula de carcinoma adendide cistico a N-CAM exerceu

papel anti-invasivo (FRANCA et al, 2001).

Pelo menos duas caracteristicas do carcinoma adendide cistico
justificam a manutencdo da expressdo do complexo E-caderina/B-catenina. O
estudo da morfologia deste tumor indica ndo haver a presenc¢a de células ou
mesmo pequenos grupamentos celulares dispersos no estroma, tal fato ¢
compativel com a manutengdo da expressio de moléculas de adesdo
intercelulares. Outra caracteristica desta neoplasia ¢ a ocorréncia de
metastase tardia (LICITRA et al, 2003, BRADLEY, 2004, KOKEMUELLER et
al, 2004), o que pode significar necessidade de perda da coesdao celular apenas

em fases tardias do tumor e, portanto a manuten¢do da expressdo de E-

caderina/PB-catenina em fase precoce.

Outro achado relevante observado no presente estudo foi a correlagdo
entre a expressdo imuno-histoquimica da E-caderina e [-catenina.
Considerando-se conjuntamente os dois tumores, os indices HScore da E-
caderina pdde ser correlacionado com os indices HScore da P-catenina de

modo estatisticamente significativo (p<0,05), embora esta correlacdo seja



considerada fraca (coeficiente de correlacdo de Pearson — 0,46). Do mesmo
modo, houve uma tendéncia de correlagdo entre a intensidade (66,6% dos
casos) e a distribui¢do (68,7% dos casos) de expressdo dos dois marcadores

analisados.

Quando se correlaciona os marcadores estudados com a localizagédo
celular da expressdo, parece licito afirmar que a redug¢do da marcacdo
membranar da E-caderina foi acompanhada da reducdo da expressdo, também
membranar da PB-catenina, embora estes dados ndo tenham sido
estatisticamente confirmados. Dentre os 48 casos da nossa amostra, 37
apresentaram expressdo na mesma localizagdo celular (membranar ou
citoplasmatica) e entre os 11 casos onde ndo houve tal coincidéncia, 5
exibiram apenas fraca marca¢do membranar. A correlagdo da marcacdo imuno-
histoquimica de E-caderina e Pf-catenina sugere uma degradacdo normal da B-

catenina citoplasmatica e auséncia de sinalizagdo Wnt.

Em apenas sete casos, sendo seis carcinomas adendides cisticos e um
adenoma pleomodrfico, houve marcagcdo nuclear para a B-catenina. Destes, seis
ndo exibiram marcacdo membranar da E-caderina, levando-se a supor que
quando a expressdo da E-caderina foi reduzida ou ausente em membrana, a -
catenina livre no citoplasma ndo foi degradada e sofreu translocag¢do para o
nucleo, assim como relata a literatura. Convém ressaltar que a degradag¢do da
B-catenina citoplasmdatica depende da sua capacidade de ligagdo ao complexo
GSK-3B-APC-AXIN-1, bem como do perfeito funcionamento destas proteinas
(BEAVON, 2000, RAMBURAN, GOVENDER, 2002, MOON et al, 2004,

TAKAHASHI-YANAGA,SASAGURI, 2007).



Como anteriormente discutido, tem sido demonstrada reduc¢do da
expressdo imuno-histoquimica do complexo E-caderina/f-catenina tanto em
adenoma pleomodrfico quanto em carcinoma adendide cistico (FRANCHI et al,
1999, ECONOMOPOULOU et al, 2000, ZHANG et al, 2000, FURUSE et al,
2005, ANDREADIS et al, 2006), embora, ao que parece, esta redugdo ndo
esteja diretamente relacionada com o comportamento biolégico destas
neoplasias. A compreensdo do mecanismo que resulta em decréscimo da
expressdao destas proteinas ¢ importante para o melhor entendimento da

biologia dos tumores e até mesmo para futuras propostas terapéuticas.

Véarias alteracdes génicas e epigénicas podem acontecer de forma
isolada, ou mesmo em associagdo, acarretando a reducdo da expressido
protéica. H4 mutacdes germinativas, como a que acontece nos carcinomas
géastricos familiares (OLIVEIRA et al, 2004, 2005) ou carcinomas de mama
(COWIN, ROWLANDS, HATSELL, 2005) ou muta¢des somaticas, como ¢
visto, por exemplo, nos carcinomas gastricos difusos (OLIVEIRA et al, 2004,
2005) ou de mama (SALAHSHOR et al, 2001, COWIN, ROWLANDS,
HATSELL, 2005). Entretanto, ndo tem sido verificada uma muta¢cdo somatica
ou mesmo germinativa que se repita com freqiiéncia suficiente para ser
diretamente relacionada com a carcinogénese de um determinado tumor

(SALAHSHOR et al, 2001, LIU et al, 2006).

O polimorfismo de unico nucleotideo (SNP) na posi¢do -160 da regido
promotora do gene da E-caderina é critico, pois, este ¢ o sitio do inicio da
transcri¢do deste gene. A partir do estudo de Li et al (2000), demonstrando
que o polimorfismo (C—A) gera uma atividade transcricional 68% menor,

varias pesquisas apontam um aumento do risco de desenvolvimento de varios



canceres em individuos portadores do alelo A (VERHAGE et al, 2002,

KAMOTO et al, 2005, KIEMENEY et al, 2006, GOTO et al, 2007).

O carcinoma de proéstata ¢ a neoplasia cuja relacdo entre risco de
doenca e o polimorfismo em discussdo ¢ mais estudado (KAMOTO et al,
2005, POOKOT et al, 2006), embora a metilagdo do gene também seja

discutida (WOODSON et al, 2003)

Em 2007, Wang et al apontaram disparidades no risco de
desenvolvimento de cancer para diferentes populagdes raciais. Considerando
a populacdo européia, existe um risco significantemente aumentado para o
desenvolvimento de cancer gdstrico em individuos heterozigdticos (-160A)
enquanto a populagdo asidtica parece ser tolerante. Ainda em europeus,
individuos homozigdticos (-160AA) apresentam maior risco para cancer de
urotélio e individuos apenas heterozigdticos (-160A) estdo mais propensos ao
desenvolvimento de cancer de préstata e pulmio. Entretanto, ndo tem sido
demonstrado que o alelo -160A predisponha ao cadncer de mama, colo retal ou

esofagiano.

A endometriose, uma doenca benigna muito freqiiente em ginecologia
também, ja foi investigada quanto a trés polimorfismos no gene da E-caderina
e, embora tenha havido diferenca significativa da presenca de polimorfismo
na regido 3’UTR C—T entre mulheres com endometriose e as pacientes
controle, ndo se observou nenhuma correlacdo com o polimorfismo -160

(C—A), assim como -347(G—GA) (SHAN et al, 2007).

De modo similar, em carcinoma hepatocelular, ndo foi encontrada

nenhuma associagdo de parametros clinico-patoldégicos como sexo, idade,



trombo tumoral em veia porta, nivel pré-operatorio da alfa feto-proteina,
tamanho do tumor, gradacdo histopatoldgica ou recorréncia e o polimorfismo

em questdo (LI et al, 2007).

O nosso estudo ndo indica diferenca estatisticamente significativa entre
a presenca do polimorfismo avaliado e menor indice de marcacdo imuno-
histoquimica da E-caderina, embora a média do indice HScore dos casos
polimérficos tenha sido bem inferior (69,75), quando comparada com a média
do indice HScore dos casos ndo polimorficos (109,17). Levando-se em
consideracdo que o polimorfismo heterozigdtico, observado nos casos
mencionados, anularia apenas parte da atividade transcricional do gene, tal
polimorfismo poderia justificar a marcada redu¢do de expressdo da E-
caderina. Entretanto, como o polimorfismo em questdo foi identificado em
apenas dois dos 48 casos investigados, outros mecanismos devem estar
envolvidos na reduc¢do da expressdo da proteina E-caderina em adenoma

pleomorfico e carcinoma adendide cistico.

O gene CDHI também pode ser silenciado por metilagdes nas ilhas
citosina-guanina (CpG) da regido promotora, como se demonstra em diversas
neoplasias, incluindo carcinoma gastrico (LIU et al, 2005, 2006), de mama

(CALDEIRA et al, 2006), de tireoide (SMITH et al, 2007).

Em estudos recentes com carcinoma adenodide cistico, foi demonstrada
uma associa¢do estatisticamente significativa entre a redug¢do ou auséncia da
expressdo da E-caderina e a metilagdo do promotor deste gene (MARUYA et
al, 2004, ZHANG et al, 2007). Além disto, foi evidenciada uma correlacdo

positiva entre o maior grau histoléogico de malignidade e invasdo perineural



com a metilagdo discutida (ZHANG et al, 2007). Sendo assim, provavelmente
a reducdo da E-caderina, pelo menos nos carcinomas adendides cisticos,
permita ser explicada pelo silenciamento do gene metilado e ndo pela reducdo
da transcri¢do génica induzida pelo polimorfismo -160 do gene CDHI.
Talvez, a combinagdo de uma ou mais vias de transcri¢do génica e traducdo

protéica seja responsavel pela reducdo observada da expressdo desta proteina.

A regido do gene CTNNBI estudado - exon 3 - ¢ a mesma investigada na
ampla maioria das pesquisas relacionadas a mutacdo do gene da P-catenina
(GARCIA-ROSTAN et al, 2001, DAA et al, 2004, TAKAHARA et al, 2004,
PARK et al, 2005). Isto porque o exon 3 codifica uma regido responsavel pela
fosforilacdo protéica, por meio da ligagdo com proteina quinase-3p glicogénio
sintetase (GSK3p). Em ultima anélise, a fosforilacdo determina a regulacdo da
localizacdo da proteina na célula. Normalmente, na auséncia do sinal Wnt, a
proteina fosforilada ¢ direcionada para degradacdo pelo sistema ubiquitina-
proteosomase. A fosforilagdo ndo ocorre quando da sinalizagdo Wnt ou
quando a GSK3p ndo consegue se ligar a B-catenina. Sendo assim, o acumulo
citoplasmatico e, principalmente, a expressio nuclear da [-catenina,
verificada por imuno-histoquimica, pode ser explicada pela mutacdo do exon
3, o que gera sua incapacidade de ligar-se a GSK3p e, conseqlientemente,

impede sua fosforilacdo.

O percentual de casos de adenomas pleomorficos (25%) e de carcinomas
adendides cisticos (29,2%) que apresentaram diferentes padrdes de
mobilidade eletroforética em SSCP, sugestivos de mutacdes, estdo préximos
ao encontrado em estudos de carcinomas de tiredide pobremente diferenciados

- 25% (GARCIA-ROSTAN et al, 2001), carcinoma hepatocelular — 11,4%



(PARK et al, 2005), linfoma de células T/NK sinonasal — 22% (HONGYO et
al, 2005), e carcinomas endometriais — 16, 1% (KONOPKA et al, 2007).
Entretanto, as referidas mutacdes, diferentemente do polimorfismo estudado
no gene da E-caderina, em posi¢do especifica, localizam-se em diferentes

posi¢cdes do exon 3 e, portanto podem gerar conseqiiéncias distintas.

Park et al, em 2005, detectaram 13 muta¢des missense no exon 3 do
gene da PB-catenina em carcinomas hepaticos, entretanto, apenas cinco destas
mutacdes geraram modificagdes em residuos serina ou treonina, que
representam importantes sitios de fosforilagdo para a degradacdo da -
catenina. Assim, entende-se que nem todas as mutagdes no exon 3 do gene
CTNNBI resultara em acumulo protéico no citoplasma e conseqiiente

translocag¢do nuclear.

Desta forma, em apenas 4 dos 13 casos sugestivos de mutacdo
observou-se forte imuno-marca¢do da [P-catenina, indicando nado haver
acumulo citoplasmatico desta proteina em pelo menos 9 dos 13 casos em

discussio.

Nao foi observada associacdo estatisticamente significativa entre
alteracdo da expressdo imuno-histoquimica da B-catenina e padrdo variado de
mobilidade eletroforética em PCR-SSCP do gene CTNNBI. A média do indice
Hscore dos casos com mutag¢do sugerida (96,31) foi muito similar aos casos
considerados dentro do padrdo (117,07), indicando que muito provavelmente
as variagdes no padrdo de mobilidade eletroforética ndo estejam relacionadas

com a alteragdo da expressdo imuno-histoquimica.



A provavel relagdo entre mutagdes no gene CTNNBI e a marcacgio
nuclear da P-catenina foi investigada. No entanto, dos sete casos exibindo
marca¢do nuclear, apenas dois foram indicativos de mutagdo do gene
CTNNBI, permitindo sugerir que as possiveis mutacdes identificadas néao
estariam relacionadas com a codificacdo dos aminodcidos responsaveis pela
fosforilacdo da proteina. Sabe-se que o acumulo nuclear de P-catenina pode
ndo ser resultado apenas da mutacdo do gene CTNNBI, mas uma conseqiiéncia
da mutac¢do do gene APC, AXIN I ou até mesmo da inativagdo do gene GSK-
3p, que como ja foi mencionado ¢ responsavel pela degradagdo proteolitica da
B-catenina (GAO et al, 2005, IWAI et al, 2005). Nesta l6gica, Daa et al
(2004) encontraram mutacdo no exon 3 do gene da P-catenina em apenas um
dentre 20 casos de carcinomas adenodides cisticos avaliados, embora, tenham

sido verificadas muta¢des nos genes APC e AXINI.

O futuro seqiienciamento das amostras sugestivas de mutagcdo do
presente estudo esclarecera o efeito destas alteragcdes na codificagdo protéica
e, conseqlientemente, em sua expressdo, assim como o desfecho da via de

sinalizagdo Wnt nestes tumores.



CONCLUSOES




7. CONCLUSOES

Diante dos nossos resultados, podemos concluir que:

1. A expressdo imuno-histoquimica do complexo E-caderina/p-catenina foi
maior, de forma estatisticamente significativa, em carcinomas adendides
cisticos que nos adenomas pleomorficos, assim como, dentro dos adenomas
pleomérficos foi ausente ou focal nas areas estromais, levando-se sugerir que
a expressdo destas proteinas estd relacionada com a diferenciacdo do
componente mioepitelial das neoplasias.

2. Quando os subtipos histolégicos do carcinoma adenodide cistico foram
comparados em relacdo ao padrio de marcacdo imuno-histoquimica de E-
caderina/B-catenina ndo houve diferen¢a estatisticamente significativa. Tal
fato em associacdo a imuno-marcag¢do reduzida observada em adenomas
pleomodrficos — neoplasia benigna — indica que a expressdo deste complexo
protéico ndo parece estar relacionada com o comportamento bioldégico deste
tumor maligno.

3. A redug¢do na marcacdo imuno-histoquimica da E-caderina nos casos
polimodrficos em relagdo aos casos sem polimorfismo, embora ndao tenha sido
estatisticamente significativa, sugere que, em parte, a expressdo génica da E-
caderina estd diminuida nestes casos.

4. A semelhanca no padrdo de expressdo imuno-histoquimica de B-catenina
entre os grupos com e sem variagdo na mobilidade eletroforética em PCR-
SSCP indica que possiveis mutagdes do gene CTNNBI sugeridos nesta

amostra ndo alteram a expressdo protéica.



SUMMARY




SUMMARY

Alterations of E-cadherin and f-catenin genes in pleomorphic adenoma and adenoid

cystic carcinoma: molecular and immunohistochemical study

Pleomorphic adenoma and adenoid cystic carcinoma represent a benign and malignant
salivary gland neoplasm, respectively, that shares the same histological origin, however with
distinct biological behavior. The aim of the present study was identify the -160 C/A
polymorphism in the gene CDHI, mutational analysis of CTNNBI gene and evaluation the
expression of the E-cadherin and B-catenin in pleomorphic adenomas and adenoid cystic
carcinomas. Furthermore, it was proposed correlate the immunochemistry staining patterns
with the polymorphism and mutations. Twenty-four pleomorphic adenomas and 24 adenoid
cystic carcinomas were retrieved. The polymorphism analysis was performed by restriction
fragment length polymorphism (RFLP), using the restriction enzymes Hphl or AfIIII and the
mutational screening was performed by PCR-single strand conformational polymorphism
(PCR-SSCP). The immunohistochemical analysis was taken by the counting of cells,
recorded as the Hscore index, and considering the presence or absence, intensity, distribution
and localization of proteins expression. Comparing the two neoplasms, the results
demonstrated statistically significant difference for the E-cadherin and B-catenin expression,
with pleomorphic adenoma presenting weaker immunostaining. Was observed statistical
correlation between E-cadherin and B-catenin expression. CDH1 heterozigotic polymorphism
was seen in two cases and 13 cases displayed abnormal mobility electrophoretic shifts,
suggesting CTNNBI gene mutation. The immunohistochemical expression was not
statistically correlated with the polymorphism or suggested mutations. In conclusion this
study supports that the E-cadherin/B-catenin complex immunohistochemical expression might
be related with the myoepithelial component amount and differentiation neither the tumor
biological behavior. The cases that showed E-cadherin gene polymorphism presented
reduced protein expression and, moreover, CTNNBI suggested mutations seem not influence

in the B-catenin protein expression.

Key-words: Pleomorphic adenoma, adenoid cystic carcinoma, E-cadherin, B-catenin, RFLP,
SSCP.
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