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RESUMO

O adenoma de células basais (ACB) ¢ uma neoplasia glandular benigna rara que acomete
principalmente a glandula salivar pardtida. O conhecimento das causas e mecanismos
envolvidos na patogénese do ACB sdo pouco compreendidas. Algumas pesquisas tém
mostrado que uma caracteristica peculiar do ACB e que o distingue dos demais tumores de
glandula salivar é o acumulo nuclear da f-Catenina, através da ativacao da via de sinalizagdo
candnica Wnt. Por isso, o objetivo desse estudo foi investigar se esse acimulo nuclear da f3-
Catenina em ACB se relaciona com a ativagdo da via de sinalizagdo Wnt/ B-Catenina, de
forma a melhor compreender a patogénese da lesdo. Para isso, foram selecionados 25 casos
diagnosticados como ACB. Assim, através da técnica de imunoistoquimica investigou-se a
expressdo de algumas das principais moléculas da via de sinalizagdo candnica Wnt/[-
Catenina, a saber, f-Catenina, APC, GSK3p, LEF-1 e, ainda, e-caderina e p63. Cada reacdo
foi avaliada de forma qualitativa e quantitativa através do indice Quickscore (Detre et al.,
1995). A reatividade nuclear para -Catenina foi encontrada em 22 casos (88% da amostra),
com reatividade significantemente maior nas células abluminais do que nas luminais. Ainda,
verificou-se correlacdo estatisticamente significativa entre o Quickscore para B-Catenina e
GSK3p e p63. Tais resultados abrem novas possibilidades de investigacdo sobre a patogénese
do ACB, ao sugerirem que GSK3p pode ser um fator relacionado a alteracdo na expressdo de

B-Catenina, e que essa alteracdo pode resultar em modificacdo na expressao de p63.

Palavras-chave: Adenoma de células basais; Via de sinalizacdo Wnt; B-Catenina.



ABSTRACT

Basal cell adenoma (BCA) is a rare benign salivary gland neoplasm that mainly affects the
parotid salivary gland. The knowledge of the causes and mechanisms enrolled in BCA
pathogenesis is poorly understood. Some research shows that a peculiar feature of the BCA
that distinguishes it from other salivary gland tumors is the nuclear accumulation of B-catenin,
through activation of the canonical Wnt signaling pathway. Therefore, the aim of this study
was to investigate if nuclear B-catenin accumulation in BCA was been related to Wnt/ B-
catenin signaling activation, and then, improve the understanding of the pathogenesis of the
lesion. For this, we selected 25 cases diagnosed as BCA. So, it was investigated by
immunohistochemistry the expression of some key molecules of canonical Wnt / B-catenin
signaling pathway, such as APC, GSK3p, B-Catenin, LEF-1, and e-cadherin as p63. Each
reaction was analyzed qualitative and quantitatively by QuickScore index (Detre et al., 1995).
The nuclear reactivity for B-catenin was found in 22 cases (88% of sample), with significantly
higher reactivity in abluminal cell than in the luminal cell. We found a statistically significant
correlation between QuickScore to B-catenin and GSK3p and p63 (Pearson correlation test).
These results open new possibilities for research on the pathogenesis of the BCA, when
suggest that GSK3 may be related to an alteration in the expression of B-catenin, and this

change may result in a change in the expression of p63.

Key words: Basal cell adenoma; Wnt signaling pathway; p-catenin.
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1. INTRODUCAO

O adenoma de células basais (ACB) ¢ uma neoplasia benigna rara (ARAUJO, 2005;
ISHIBASHI et al., 2012). Representa até 3% de todos os tumores de glandulas salivares e ¢
caracterizado pela aparéncia basaldide das células tumorais. A maioria surge nas glandulas
salivares maiores. O lobo superficial da glandula pardtida ¢ o sitio mais frequentemente
acometido (aproximadamente 75%) pelo ACB, que ¢ extremamente raro em glandulas
salivares menores. A doenca ¢ tipicamente vista em adultos na sétima década de vida, com
maior frequéncia no género feminino (2:1). Clinicamente, a maioria dos ACBs sdo solitarios,
nodulares, moveis ¢ bem delimitados (ARAUJO, 2005; LONG-JIANG et al.,, 2008;
CORDEIRO, 2010; KAWATA et al.,, 2010). Assim como para a maioria dos tumores
epiteliais benignos das glandulas salivares, a opg¢do terapéutica usual ¢ a resseccdo
conservadora. Nao ¢ um tumor recorrente € ha baixa morbidade (ARAUJO 2005; LONG-
JIANG et al., 2008; CORDEIRO, 2010; KAWATA et al., 2010). As causas ¢ mecanismos
envolvidos na patogénese do ACB sdo pouco compreendidas (ARAUJO, 2005).

As proteinas relacionadas a via de sinalizacdo Wnt participam em varios eventos do
desenvolvimento embrionario e também tem sido relacionadas a homeostase dos tecidos
adultos. Os efeitos dessa via incluem estimulos mitogénicos, de sobrevivéncia e de
diferenciacdo celular. A ativagdo constitutiva da sinalizacdo Wnt leva a carcinogénese e
progressdo tumoral em sistemas modelo e em seres humanos (POLAKIS, 2007). Grande parte
dos efeitos decorrentes dessa via de sinaliza¢do dependem da proteina -Catenina (POLAKIS,
2007; DO PRADO et al., 2007; QUEIMADO et al., 2008; HAI et al., 2010; RAO E KUHL,
2010; LUCERO et al., 2010; KAWAHARA et al., 2011).

A B-Catenina ¢ componente das juncdes aderentes, e atua na transducdo de estimulos
mecanicos e moleculares a partir da membrana celular até o nacleo (RAO e KUHL, 2010).
Durante o estado inativo da via Wnt/pB-Catenina, a B-Catenina ¢ destruida no citoplasma pela
via ubiquitina proteossoma (BRAUBURGER et al, 2014; SURANA et al, 2014). No entanto,
na presen¢a de ligantes Wnt, a -catenina se estabiliza no citoplasma e, posteriormente, ¢
translocada para o nucleo. A partir de entdo, forma complexo com os fatores de transcrigdo
TCF/LEF (Fator de células T/ fator potenciador linfoide) e coativa a transcricdo de genes
reguladores do ciclo celular como Myc e Ciclina D1 (RAO e KUHL, 2010; HAI et al., 2010;
LUCERO et al., 2010).
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Algumas pesquisas tém mostrado que o acumulo nuclear de B-Catenina distingue o ACB dos
demais tumores de glandula salivar (DO PRADO et al., 2007; KAWAHARA et al., 2011).
Efeitos oncogénicos das proteinas da via de sinalizacdo Wnt ja tem sido relacionado a alguns
tumores da glandula salivar, como o carcinoma adenoide cistico (CAC) (DAA et al., 2005;
ZHOU e GAO, 2006), adenoma pleomorfico (FONSECA et al., 2006; GENELHU et al.,
2007) e carcinoma mucoepidermoide (SHIEH et al., 2003; SHIRATSUCHI et al., 2007).
Entretanto, para o ACB as informagdes disponiveis ainda sdo praticamente limitadas a
compartimentalizagdo nuclear da p-Catenina (DO PRADO et al., 2007, KAWAHARA et al.,
2011). Recentemente, foi observado que a imunoreatividade para Wnt-1 parece ndo explicar a

translocagdo nuclear de f-Catenina em ACB (SERVATO, 2011).

O objetivo desse estudo foi investigar se o acumulo nuclear da B-Catenina em ACB se
correlaciona com a imunoreatividade de outras moléculas associadas a via de sinalizagdo Wnt,

de forma a melhor compreender a participacdo dessa via na patogénese da lesdo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tumores de glindula salivar

Os tumores de glandula salivar compreendem cerca de 5% das neoplasias de cabega e pescoco
(CARVALHO et al., 2005; GUNTINAS-LICHIUS et al., 2010). Esses tumores mostram
impressionante diversidade morfologica entre os diferentes tipos tumorais (ARAUJO, 2005;
CHANDRASHEKAR, ANGADI ¢ KRISHNAPILLAI, 2011) e, por vezes, dentro de uma
mesma massa tumoral (ARAUJO, 2005). Além disso, esses tumores podem apresentar-se
como tumores hibridos, mostrar transformacdo maligna e mesmo desdiferenciacdo (ARAUJO,
2005).

O tipo tumoral mais comum ¢ o adenoma pleomorfico, que representa aproximadamente 50%
dos casos. O tumor de Warthin ¢ o segundo de maior frequéncia entre tumores benignos,
seguido pelo ACB. Na maioria dos estudos, o carcinoma mucoepidermoide é o tumor maligno

mais comum (EVESON et al., 2005; ELLIS ¢ AUCLAIR, 2008).

2.2. Adenoma de células basais

O ACB ¢ uma neoplasia benigna glandular rara, que representa até 3% de todos os tumores de
glandula salivar (ARAUJO, 2005; ISHIBASHI et al., 2012). A maioria surge nas glandulas
salivares maiores. O lobo superficial da parotida € o sitio mais frequentemente acometido
(aproximadamente 75%), seguido pela glandula submandibular (aproximadamente 5%),
sendo extremamente raro em glandulas salivares menores. S@o tipicamente vistos em adultos
na sétima década de vida, ¢ a maioria dos relatos mostra maior acometimento do género
feminino (ARAUJO, 2005; ELLIS e AUCLAIR, 2008; JONES et al.,2008; TIAN et al., 2010;
CORDEIRO, 2010).

Em 1972, na primeira edi¢do do livro da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) sobre a
classificagdo das neoplasias de glandula salivar, os tumores benignos eram separados em
apenas duas categorias: adenomas pleomorfos ou adenomas monomorficos (TCHACKRAY e

SOBIN, 1972), sendo o ACB incluido nessa tultima categoria. Apenas a partir de 1991, na



19

segunda edi¢do da mesma obra, reconheceu-se que os tumores de células basais possuiam
caracteristicas histologicas e prognostico diversos, ficando nitida a importancia de distingui-
los dentre os tumores agrupados como adenomas monomorficos, tais como o ACB,
adenocarcinoma de células basais € o carcinoma adenoide cistico (SEIFERT et al., 1990;
SEIFERT et al., 1991). Na terceira edi¢do, de 2005, a distingdo foi mantida ¢ o ACB foi
melhor caracterizado com a inclusdo de dados epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos,

genéticos e imunoistoquimicos (ARAUJO, 2005).

Clinicamente, os ACBs sdo usualmente nodulos solitarios, bem delimitados e moveis
(ARAUJO, 2005; CORDEIRO, 2010), recobertos por pele ou mucosa de aspecto normal
(ISHIBASHI et al.,, 2012). Histologicamente, o ACB mostra predominancia de c¢lulas
uniformemente basaldides, que mostram arranjo empalicado na interface com o estroma,
conforme apresentado na Figura 1. Também podem existir células maiores, com citoplasma
abundante, nucleo palido, basofilico e alguns com um ou mais nucléolos pequenos. Na
maioria dos casos também ha células cuboidais que circundam pequenos lumens, sendo
denominadas células luminais (ARAUJO, 2005; ELLIS e AUCLAIR, 2008). Eventualmente
as células maiores (ndo luminais) possuem fendtipo morfoldgico, imunoistoquimico e
ultraestrutural que sugere tratar de células mioepiteliais (EVESON et al., 2005; ELLIS e
AUCLAIR, 2008).
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Figura 1 — Adenoma de células basais, composto por células uniformemente basaloides, com
empalicamento periférico. A célula basaloide ¢ usualmente pequena, com citoplasma escasso,
discretamente eosindfilo, com limites discretos; os nucleos ocupam grande parte da célula, sdo

redondos a ovoides. Hematoxilina e eosina, magnificagdo original de 500 x.

O ACB pode se apresentar em padrdo solido, trabecular, tubular, ou membranoso. Tumores
individuais podem possuir mais de um desses padroes, geralmente com a predominancia de
um deles (ARAUJO, 2005). Essa classificagdo ndo implica em comportamento biologico
diferente, exceto pelo padrio membranoso que possui maior propensdo a crescimento
multifocal, recidivas e transformag¢ao maligna (EVESON et al., 2005; ELLIS e AUCLAIR,
2008).

O padrao solido ¢ usualmente relatado como o mais comum deles (ZARBO, 2002; ARAUJO,
2005; ELLIS e AUCLAIR, 2008; ISHIBASHI et al., 2012). Como ilustrado na Figura 2, é
composto por lengdis ou ilhas de células com formas e tamanhos variaveis (ARAUJO, 2005).
Células menores sdao mais numerosas, podendo ocasionar um aspecto basofilico nos

agregados tumorais (ELLIS e AUCLAIR, 2008). Além disso, apresentam c¢lulas periféricas
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na interface com o estroma, arranjadas em palicada (ARAUJO, 2005; ELLIS e AUCLAIR,
2008). As ilhas de células tumorais estdo separadas por corddes de tecido conjuntivo denso,

desorganizado (ELLIS e AUCLAIR, 2008).

Figura 2- Adenoma de células basais em padrdo solido. Observa-se ilhas celulares de formas e
tamanhos variaveis separadas por cordoes de tecido comjuntivo denso. As células periféricas

normalmente estdo em palicada. Hematoxilina e eosina. Aumento original de 500 x.

O subtipo trabecular, apresentado na Figura 3, ¢ caracterizado pela disposi¢do das células
neoplésicas em estruturas alongadas, sem formacdo exuberante de lumens, na forma de
trabéculas ou corddes de células basaldides, separadas por estroma distintamente celularizado

e vascularizado, e eventualmente entrecruzados (ARAUJO, 2005).
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Figura 3 - Adenoma de células basais, em padrdo trabecular. Caracteriza-se por cordées ou
trabéculas de células basaloides distintamente empalicadas na periferia, separados por estroma

celularizado e vascularizado. Hematoxilina e eosina. Aumento original de 500x.

O padrao tubular se assemelha ao trabecular por também mostrar corddes anastomosados, mas
se diferencia por mostrar diferenciacdo ductal evidente, com numerosas formagdes luminais
de didmetro variado, conforme mostrado na Figura 4. Fato importante para diferencia-lo do
adenoma canalicular ¢ a presenca de uma ou varias camadas de células basaldides ndo

luminais, periféricas (ELLIS e AUCLAIR, 2008).
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Figura 4- Adenoma de células basais em padrdo tubular. Observa-se numerosas formagoes
ductiformes, de lumens com didmetros variados, células luminais e abluminais. Na fotomicrografia, as
células abluminais mostram citoplasma claro, eventualmente amplo, caracteristica que sugere

diferencia¢do mioepitelial. Hematoxilina e eosina. Aumento original de 500x.

O tipo membranoso ¢ formado por ilhotas epiteliais densamente entrepostas. A caracteristica
distintiva desse padrdo ¢ a presenca de uma camada hialina espessa, eosinofilica, ao redor dos
ninhos epiteliais. Essa camada corresponde & membrana basal, e toma praticamente todo o
estroma tumoral. O simples espessamento de material hialino ao redor dos agregados
epiteliais ndo € patognomonico do subtipo membranoso, podendo ser encontrado em outras

variantes, em especial na solida (ELLIS e AUCLAIR, 2008).

O prognostico para pacientes com ACB ¢ bom (CORDEIRO, 2010). Recorréncias nio sdo
esperadas apds enucleagdo completa do tumor, exceto para o tipo membranoso, que recorre
em aproximadamente 25% dos casos (ARAUJO, 2005). Transformagdo maligna é raramente
descrita, de forma exclusiva para o subtipo membranoso, e ainda assim a documentacio desse

evento € controversa (ARAUJO 2005; ELLIS e AUCLAIR, 2008).
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2.3. Via de sinalizacio Wnt

A via de sinalizagdo Wnt tem papel crucial no desenvolvimento embrionario e também tem
sido relacionada com a homeostase dos tecidos (KLAUSe BIRCHMEIER, 2008; ESPADA et
al., 2009; HAI et al.,, 2010). Nos seres humanos existem 19 membros conhecidos de
moléculas Wnts, as quais atuam na diferenciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Essas
moléculas sdo glicoproteinas, produtos proteicos dos genes WNTSs, e sdo ricas em cisteina
(GILES, VAN ES e CLEVES, 2003; MACDONALD, TAMAI e XI, 2009; RAO e KUL,
2010; SURANA et al., 2014).

O inicio da transdu¢do de sinal da via de sinalizacdo Wnt se da com a ligagdo das
glicoproteinas Wnts a dois membros distintos de receptores de superficie celular: o receptor
da familia Frizzled (FZ) e com uma proteina correceptora relacionada ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade (low-density lipoprotein — LDL), sendo por isso denominada
proteina relacionada com o receptor LDL (LDL-receptor-related protein — LRP) (POLAKIS,
2007; LUCERO et al., 2010; RAO e KUHL, 2010; SURANA et al., 2014). Ambas atuam
como co-receptores essenciais pra a interagao entre Wnt e FZ (LUSTIG e BEHRENS, 2003).
Atualmente, dez receptores FZ e dois membros da familia LRP, os receptores LRP-5 ¢ 6,
foram identificados em seres humanos. Os receptores FZ sdo compostos por um dominio
amino-terminal rico em cisteina e que ¢ responsavel pela ligacdo as Wnts, por sete dominios
transmembranares, € por uma por¢do carboxi-terminal voltada para a face citoplasmatica da

membrana celular (LUSTIG e BEHRENS, 2003).

A ligacdo de Wnts aos receptores de superficie celular resultam na ativacdo de vias de
sinalizagdo distintas: candnica (“comum”, principal) e ndo candnica (SURANA et al, 2014).
A via candnica, também conhecida como via classica, depende e exerce seu efeito biologico
pelo bloqueio da degradacdo de B-Catenina. Essa degradagdo ¢ resultado da fosforilagdo
constitutiva da B-Catenina pelas proteinas Caseina-quinase 1 (CKI) e Glicogénio Sintase
Quinase 3B (GSK3p), que por sua vez depende da formag@o de uma estrutura (scaffold)
formada pelas proteinas Axina e APC (GILES, VAN ES,e CLEVES, 2003; RAO ¢ KUHL
2010; DAKENG et al., 2012; SURANA et al., 2014). Apods fosforilada, a B-Catenina ¢
degradada pela via ubiquitina-proteosomo (GILES, VAN ES,e CLEVES, 2003; RAO ¢
KUHL, 2010; DAKENG et al., 2012; BRAUBURGER et al., 2014; SURANA et al., 2014). A

exclusdo dos sitios de fosforilacdo da B-Catenina, seja por mutacdes pontuais ou por delegdes
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maiores, impede sua degradacdo e resulta no seu acimulo citoplasmatico e entdo nuclear

(RAO e KUHL, 2010).

Eventos com o mesmo resultado ocorrem na via canonica de Wnt. A ligacdo das proteinas
Wnt ao receptor FZ na célula-alvo promove o recrutamento da proteina Dishevelled (Dsh)
proximo a membrana plasmatica dessa ultima. Concomitantemente, o ligante Wnt interage
com o receptor FZ e co-receptores (LRP 5 e 6), promovendo também o recrutamento de Dsh.
O acumulo de Dsh junto a membrana plasmatica sequestra a Axina, paralisando a atividade do
complexo de destrui¢do GSK3B-CKI/Axina-APC da B-Catenina (POLAKIS, 2007; RAO e
KUHL, 2010; SURANA et al, 2014). O acimulo de B-Catenina resulta em sua translocagdo
para o nucleo onde, em conjunto com a familia de fatores de transcricdo TCF/LEF, promove a
expressio de genes como c-Myc e Ciclina D1 (RAO e KUHL, 2010; BRAUBURGER et al,
2014; SURANA et al.; 2014).

Ao contrario, fatores inibitorios da via de sinalizacdo Wnt podem ser secretados, por exemplo,
o fator inibitério de Wnt-1 (WIF-1). Esses fatores se ligam a Wnt e antagonizam a sua funcdo
(LUSTIG e BEHRENS, 2003). Outra antagonista dessa via ¢ o Dickkopf (Dkk) que se liga ao
co-receptor LRP e bloqueia sua disponibilidade (LUSTING e BEHRENS, 2003; HAI et al.,
2010).

Desregulacdo da via de sinalizacdo Wnt altera diversos processos fisiologicos, tais como a
proliferacdo celular, angiogénese, senescéncia, morte celular e metastases, podendo resultar
em carcinogénese (RAMACHANDRAN et al, 2012; ANASTAS e MOON, 2013). De fato, a
alta frequéncia de mutagdes em componentes dessa via em diferentes tipos de neoplasias

ressalta a sua importancia durante o processo de carcinogénese (ANASTAS ¢ MOON, 2013).

Na via de sinalizagdo Wnt ndo-canonica as Wnts sdo capazes de iniciar a sinalizacdo de uma
forma independente de B-Catenina. Os mecanismos mais bem caracterizados da via de
sinalizagdo Wnt ndo candnica sdo dois: a “planar cell polarity” (PCP) ou a Wnt/ Ca®". A via
de sinalizacdo PCP ¢ essencial para a regulacdo da polaridade celular durante a morfogénese
mediada por moléculas JNK e pequenas GTPases (Racl ¢ Rhoa). Essa via ¢ ativada, na
maioria das vezes, pelo ligante Wnt5a e varios estudos t€ém demonstrado que PCP pode
antagonizar a via de sinalizagdo candnica. Na via de Wnt/Ca?*, a fosfolipase C (PLC) ¢ a
primeira a ser ativada, resultando na liberagdo de Ca’’ intracelular, que ativara efetores

subsequentes da via, Ca®>" e quinase II dependente de calmodulina (CAMKII), calcineurina e
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proteina quinase C (PKC) que, finalmente, ativa a transcri¢do do fator nuclear regulador de
células T ativadas (NFAT), que transcreve proteinas relacionadas com a diferenciagdo celular

(SURANA ET AL, 2014).

2.4. Sinalizacio canénica por Wnt em neoplasias

Em diversos tipos de céncer, incluindo carcinoma coloretal, de mama, oral e esofagico
(LUCERO et al., 2010), além de adenomas adrenocortical e hepatocelular (KAWAHARA et
al., 2011), a maior presenga nuclear de f-Catenina em comparagdo com o tecido normal tem
relacionado essa via de sinalizacdo com a biologia do cancer. Outros estudos observam que a
presenga de P-Catenina nuclear pode prever a diminui¢do da sobrevida em pacientes com

cancer, inclusive da mucosa oral (ISHIDA et al., 2007; LUCERO et al, 2010).

Mutagdes no gene codificante da B-Catenina, CTNNB1, foram identificadas em varios tipos de
neoplasias humanas, incluindo tumores gastrointestinais, carcinoma endometrial, carcinoma
hepatocelular, melanomas e tumores pancreaticos (SAEGUSA et al., 2001; ABRAHAM, et
al, 2002; BREUHAHN, LONGERICH ¢ SCHIRMACHER, 2006), bem como nos adenomas
de células basais da glandula salivar (KAWAHARA et al., 2011). Somado a essas alteragdes
genéticas, nos ultimos anos outros mecanismos de ativagdo da via candnica Wnt foram
descobertos, tais como alteragdes epigenéticas que levam ao silenciamento de genes que
codificam as proteinas inibidoras Wif-1 e Dkk e a superexpressdo de proteinas Wnt e dos

receptores FZ (SATO et al., 2007; KLAUS e BIRCHMEIER, 2008).

2.5. Sinalizacio canénica por Wnt em tumores de glindulas salivares

A etiologia dos tumores de glandula salivar ¢ pouco conhecida (ARAUJO, 2005). Como
mencionado anteriormente, os efeitos oncogénicos das proteinas da via de sinalizacdo Wnt
tem sido relacionado a alguns tumores da glandula salivar, como o carcinoma adenoide cistico
(DAA et al., 2004; DAA et al., 2005; ZHOU e GAO, 2006), o carcinoma mucoepidermoide
(SHIEH et al., 2003; SHIRATSUCHI et al., 2007), e o adenoma pleomorfico (FONSECA et
al., 2006; GENELHU et al., 2007).
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Ha dez anos, Daa et al. (2004), investigaram possiveis mutagoes nos genes CTNNBI, AXIN e
APC em uma amostra de vinte carcinomas adenodides cisticos (CAC). Em 35% dos casos
foram identificadas mutagdes em um ou mais desses trés componentes. Um ano depois, Daa
et al. (2005), agora em amostra de 23 CAC, avaliaram a reatividade imunoistoquimica de 3-
Catenina, e-caderina e Ciclina D1. Observaram que em apenas trés casos a P-Catenina foi
detectada no nucleo e na membrana celular. Desses trés casos, em apenas um ocorreu
mutacdo no gene CTNNBI. Em metade das amostras, a Ciclina D1 foi detectada no nucleo das
células, mas ndo houve correlagdo com a reatividade nuclear da f-Catenina. Ja em 2006, Zhou
e Gao, através de andlise imunoistoquimica investigaram a reatividade para B-Catenina no

CAC. Em apenas 22% dos 65 casos apresentaram imunoreatividade nuclear.

Furuse et al. (2006) avaliaram a reatividade imunoistoquimica para -Catenina em diversos
tumores de glandulas salivares. Observaram aumento da reatividade nuclear nas células
mioepiteliais de carcinomas epiteliais mioepiteliais. Adenomas pleomorfos, carcinomas
adenoides cisticos e adenocarcinomas polimorfos de baixo grau ndo apresentaram tal
caracteristica. Do Prado et al. (2007) observaram reatividade membranar e citoplasmatica em
todas as amostras avaliadas de glandulas salivares normais, adenomas pleomorfos e

carcinomas ex-adenomas pleomorfo.

Shieh et al. (2003) estudaram a reatividade imunoistoquimica para Caderinas e Cateninas no
carcinoma mucoepiderméide. Concluiram que a reatividade aberrante para B-Catenina, em
compara¢do com e-caderina, sugere um papel importante na diferenciagdo histologica e no
estadiamento dos carcinomas mucoepidermoéides. Em 2007, Shiratsuchi et al., investigaram
anormalidades da B-Catenina e do gene APC em 44 carcinomas mucoepidermoides. Ainda,
correlacionaram os padrdes de superexpressio de Ciclina D1 e a acumulacdo
nuclear/citoplasmatica da -Catenina com as condi¢des clinicas. Os resultados mostraram
que a superexpressdo da Ciclina D1 foi observada em 19 casos (43,2%) e foi
significativamente correlacionada com o aciumulo nuclear da B-Catenina, sugerindo que

ambas possuem uma fungdo crucial na via de sinaliza¢do Wnt.

Genelhu et al. (2007), estudaram a imunolocalizagdo da B-Catenina em 10 amostras de
adenoma pleomorfo e em 10 amostras de carcinoma ex-adenoma pleomorfico. Observaram
reducdo da reatividade para f-Catenina na membrana celular nos tumores malignos, sugerindo
que a PB-Catenina pode desempenhar um papel importante na transicdo para o fendtipo

maligno do carcinoma ex-adenoma pleomorfo. Queimado et al. (2008) observaram expressao
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de Wifl em glandulas salivares normais, com significativa reducdo em linhagens celulares de
adenomas pleomorfos, carcinomas ex-adenomas pleomorficos, carcinomas adenoéides cisticos,
carcinoma mucoepidermodide e carcinoma epitelial-mioepitelial. Ao contrario, ndo foi
detectada expressdo de Wntl no tecido normal, mas essa foi encontrada em todas as linhagens
de células tumorais. Incremento de expressdo de B-Catenina foi identificado nas células

tumorais, havendo ainda correlagdo positiva entre a expressao de B-Catenina e PLAGI.

Chandrashekar et al. (2011) avaliaram a reatividade para B-Catenina em tumores de glandulas
salivares benignos e malignos para investigar a possivel funcdo dessa molécula em ambos
tipos tumorais. Observaram marcagdo imunoistoquimica citoplasmatica de B-Catenina mais
frequentemente em tumores malignos do que em tumores benignos de glandulas salivares.
Para esses autores, essa caracteristica pode estar associada a falta de diferenciacgdo,

comportamento invasivo, e potencial agressivo dos tumores malignos.

2.6. Sinalizacio canénica por Wnt na patogénese do ACB

Em 2007, do Prado et al. descreveram pela primeira vez a localizacdo nuclear de B-Catenina
em ACBs, relacionando tal achado com uma possivel explicacdo para o surgimento dessa

doenca.

Kawahara et al. (2011) descreveram o mesmo achado em 21 casos dentre 22 ACBs.
Adicionalmente, relataram que 11 casos (52%) apresentavam mutagdes no gene CTNNBI,
localizadas nos codons 135T e T41P. Esses mesmo autores propuseram que a frequente
reatividade nuclear de B-Catenina (acima de 30%) era encontrada apenas em ACBs (quando
comparado a uma amostra heterogénea de adenomas pleomorfos, tumores de Warthin, CACs,
carcinomas epiteliais-mioepiteliais, adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade,
carcinoma de ductos salivares, carcinomas mucoepidermoides, carcinomas de células
acinares, ¢ adenocarcinomas sem outra especificagdo), podendo ser util como ferramenta de
diagnostico diferencial. Concluiu-se que a acumulagdo nuclear de B-Catenina pode estar
relacionada ao desenvolvimento do ACB, sugerindo mais estudos para compreender a

associacdo entre a via de sinalizacdo Wnt/B-Catenina e a tumorigénese dessa doenca.
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Servato (2011) confirmou a frequente reatividade imunoistoquimica para B-Catenina no
nicleo de ACBs, porém verificou que essa reatividade aparentemente ndo se associava a

reatividade imunoistoquimica para Wntl e c-Myc.

Pelo exposto, verifica-se que ainda ¢ necessaria investigagao adicional sobre o papel da via de
sinalizacdo Wnt na patogénese do ACB. Assim, o presente estudo foi proposto com o objetivo
de comparar a reatividade imunoistoquimica de APC, GSK3p, LEF1, e-Caderina e p63, frente

a de B-Catenina nesses tumores.

2.7. p63

O gene p63 esta localizado no 16cus 3q27-9 (TRINK et al., 1998). Assim como o gene p73,
p63 foi descoberto ha mais de 10 anos como membro da familia de p53. Ambos exibem uma
significativa homologia estrutural com p53, entretanto, ndo funcionam como supressores
tumorais classicos e estdo raramente mutados em canceres humanos (RIBEIRO-SILVA e

ZUCOLOTO, 2003; DEYOUNG e ELLISEN, 2007).

A proteina p63 ¢é relevante para o desenvolvimento de alguns tecidos, mas sua contribui¢do na
tumorigénese ainda ndo ¢ bem compreendida (RIBEIRO-SILVA e ZUCOLOTO, 2003;
DEYOUNG e ELLISEN, 2007). E expresso de forma restrita durante o desenvolvimento. Sua
expressdo ¢ detectavel primeiro no ectoderma primitivo, que da origem a epiderme, bem
como nos apéndices epiteliais incluindo as glandulas sudoriparas, prostata, dentes e glandulas
mamarias. Notavelmente, o p63 € essencial para o desenvolvimento da maioria dos tecidos em
que ¢ expresso, camundongos p63-null exibem profundas anormalidades de desenvolvimento
da pele, membros, prostata e outros tecidos epiteliais (EDWARDS, BHUIYA E KELSCH,
2004; DEYOUNG e ELLISEN, 2007).

Esse gene marca as células basais de varios orgdos epiteliais, como a pele e a prostata,
podendo ser considerado um marcador de indiferenciagdo celular. Sendo assim, p63 ¢ um
marcador descrito recentemente ¢ ainda requer maior investigacdo para determinar seu papel
no desenvolvimento de neoplasias em humanos (RIBEIRO-SILVA ¢ ZUCOLOTO, 2003).
Viarios estudos reportam uma super expressdo de p63 em canceres humano, enquanto outros
mostram que a perda desse mesmo gene estd associada com a progressdo tumoral e

metastases. Assim, ndo se sabe se p63 € um gene supressor tumoral ou um oncogene. Essa
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controvérsia tem sido atribuida a existéncia de multiplas isoformas com funcdes distintas
(INOUE e FRY, 2014). A isoforma TAp63 tem uma semelhanca estrutural e funcional com
p53, enquanto que ANp63 atua de forma contraria a p5S3 (EDWARDS, BHUIYA e KELSCH,
2004; INOUE e FRY, 2014).

Apesar de p63, assim como MYC, serem importantes no controlo da homeostase da epiderme,
os mecanismos moleculares subjacentes que regulam a proliferacdo ou a diferenciacdo dos
queratindcitos a partir destes dois genes ndo sdo completamente entendidos. Varios estudos
tém fornecido informagdes que knockdown de p63 leva a diminuicdo da regulagdo da
expressdo de Myc através de vias de sinalizagdo Wnt/ B-catenina e Notch que, por sua vez,

reduz a proliferacdo de células epiteliais (WU et al., 2012).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Uberlandia (parecer 180356/2012, anexo).

3.1. Definicio dos casos de interesse

Foram selecionados 32 casos diagnosticados como ACB, por exame anatomopatologico, no
Instituto Nacional do Cancer (INCA) e na Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
observados os critérios mais recentes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (ARAUJO,
2005). Desse total de 32 casos de ACB, 7 foram excluidos devido a perda do material durante

a realizagdo da técnica de imunoistoquimica.

3.2. Imunoistoquimica

Cortes histologicos com 3um de espessura, obtidos de material fixado em formalina e
embebido em parafina, foram montados em ldminas silanizadas (3-aminopropiltrietoxisilano).
Em seguida, foram desparafinados em xilol e hidratados em etanol acrescido de quantidades
crescentes de agua. Posteriormente, realizou-se remocdo do pigmento formoélico com
hidréxido de amodnio a 10% em etanol aquoso a 95%. Entdo, procedeu-se com a recuperagdo
antigénica em solucdo de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA, ImM) tamponado com
hidroxido de sodio (pH 8,0), em cédmara termopressurizada (NxGen, Biocare Medical,
Concord CA, EUA). Apos resfriamento das amostras e lavagem em agua destilada, foi feito o
bloqueio da atividade endogena de biotina e avidina, mediante banho em solucdo de clara de
ovo e leite desnatado (MILLER et al., 1999), e entdo bloqueio da atividade enddgena de
peroxidase com perdxido de hidrogénio a 10V, em trés banhos de dez minutos cada, seguido

por lavagem em agua destilada.

Na etapa seguinte, os cortes foram submetidos a trés banhos, de cinco minutos cada, em
solucdo-tampao TRIS-HCl (pH 7,4). Em seguida foram incubados com cada anticorpo
primario diluido em TRIS-HCI, nos titulos especificados na Tabela I, em camara umida por

duas horas a 25°C e, posteriormente, lavadas em TRIS-HCI. Procedeu-se com a amplificacio
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de sinal da reagdo, com solucdes de estreptavidina e biotina, conjugadas a peroxidase,
encerrando-se com a revelacdo da reacdo com o cromodgeno 3,3' tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (Starr Trek Universal HRP Detection System, Biocare Medical).
Finalmente, as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris, lavadas em agua
corrente, desidratadas em alcool absoluto e entdo montadas com laminulas e resina

histologica.

Durante todas as reacdes foram utilizados controles positivos para cada anticorpo,
representados por fragmentos de tecidos humanos indicados pelo fabricante. Como controle

negativo, os anticorpos primarios foram substituidos apenas pela solucao de TRIS-HCI.

Tabela I- Lista de anticorpos, clone, origem e diluigdo

Anticorpos Clone Origem Cadigo Diluicao
B-Catenina - Coelho, policlonal sc-7199 1:500
GSK3p - Coelho, policlonal sc-9166 1:1500
APC - Coelho, policlonal sc-896 1:500
LEF1 - Coelho, policlonal HPA002087 1:100
e-Caderina - Coelho, policlonal HPA004812 1:50
p63 4A4 Camundongo, monoclonal M7247 1:50

3.3. Analise da imunomarcacio

A reatividade imunoistoquimica foi avaliada inicialmente de forma qualitativa quanto a
presenca ou ndo de marcagdo, quanto a sua compartimentalizacdo predominante (membranar,
citoplasmatica e/ou nuclear), e quanto a distribui¢do da marcacdo nos diferentes padrdes

arquiteturais existentes em cada amostra (células luminais/abluminais).

Em seguida, foi realizada avaliagdo quantitativa pela metodologia do Quickscore (DETRE et
al., 1995). Para tanto, conforme detalhado na Tabela II, estimou-se a quantidade de células
positivas e a intensidade predominante da reatividade. Um indice, denominado “Quickscore”
(DETRE et al., 1995) foi entdo calculado pela multiplicacdo entre os parametros intensidade e

propor¢ao de células positivas (Tabela II).
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Tabela II- Parametros e valores atribuidos a analise da imunomarcacgédo

Parametro
Valor
Intensidade (A) Proporc¢ao de células positivas (B)

0 Nao reativo Nao reativo

1 Fraca 0-4%

2 Moderada 5-19%

3 Forte 20-39%

4 - 40-59%

5 - 60-79%

6 - > 80%

Quickscore (QS)=AxB

Todas as analises foram realizadas com microscopio optico Leica DM750, com objetiva de 40
vezes, por dois pesquisadores (Leana Ferreira Crispim e Jodo Paulo Silva Servato),
previamente treinados para identificar os mesmos padroes de imunomarcagdo celular. Em
cada lamina foram analisados dez campos consecutivos, sempre a partir de uma area de hot
spot (regides definidas subjetivamente como as que apresentavam maior intensidade de
células positivas). Todas as analises foram realizadas individualmente, e o indice final foi a

resultante da média de ambas as analises.

Ao final das andlises, os valores atribuidos ao QS variaram de 0 (Negativo), 1 a 6 (Fraco), 7 a
12 (moderado) e 13 a 18 (intenso). Os valores atribuidos pelos dois pesquisadores foram
considerados discrepantes quando divergiam entre negativo, fraco, moderado e intenso. Nas
discrepancias, os dois pesquisadores reanalisaram cada caso conjuntamente e redefiniram os

valores de QS.

3.4. Analise estatistica

Foi realizado o teste de Pearson para verificar possivel correlacio entre o Quickscore de APC,
GSK3p, LEF-1, e-caderina e p63 com aquele de f-Catenina. Através do teste ¢ de student

verificou a propor¢do de células abluminais e luminais reativas para -Catenina. Todas as
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analises foram executadas com o software GraphPad Prism, versdao 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Para todos os testes propostos, o nivel de significancia estatistica foi

estabelecido em 5%.
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4. RESULTADOS

Nesse estudo, o padrao histoloégico predominante nos casos selecionados foi o trabecular

(52%), seguido do sélido (32%) e do tubular (16%).

Reatividade nuclear para f-Catenina foi encontrada em 22 casos (88% da amostra). Conforme
ilustrado na Figura 5 e detalhado no Grafico 1, a propor¢do de células reativas foi
significativamente maior nas células abluminais que luminais (indices médios de 3,2 ¢ 0,7,

respectivamente; p < 0,0001, teste 7).

Figura 5- Reatividade imunoistoquimica para f-Catenina em adenoma de células basais de glandula
salivar. Ha reatividade citoplasmatica e nuclear em células abluminais. Técnica da estreptavidina-

biotina-peroxidase. Ampliagdo original de 450 x.
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Grdfico 2- Comparagdo entre as médias (ponto central) e desvios-padrdo (barras) do indice de
propor¢do de células com reatividade nuclear para p-Catenina, segundo Detre et al. (1995), nas

camadas abluminal e luminal em adenomas de células basais (p < 0,0001; teste t)

Reatividade para GSK3, como ilustrado na Figura 6, foi identificada em 80% dos casos, em
padrao citoplasmatico de fraca a moderada intensidade. Nao se evidenciou diferenca evidente

na proporcao de reatividade entre células luminais e abluminais.
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Figura 6- Reatividade imunoistoquimica para GSK3f em adenoma de células basais de
glandula salivar. Ha reatividade citoplasmatica em células luminais e abluminais. Técnica da

estreptavidina-biotina-peroxidase.. Ampliagdo original de 450%.

Reatividade citoplasmatica para APC, exemplificada na Figura 7, foi observada em 44% dos

casos, restrita as células luminais e de fraca intensidade.
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Figura 7- Reatividade imunoistoquimica para APC em adenoma de células basais de glandula
salivar. Ha reatividade citoplasmatica em células luminais.. Técnica da estreptavidina-biotina-

peroxidase. Ampliacdo original de 450 %.

Quanto a reatividade para e-Caderina, esta foi observada em membrana e, ou, citoplasma, de
fraca intensidade, em células luminais ¢ abluminais, em 80% dos casos, conforme

exemplificado na Figura 8.
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Figura 8- Reatividade imunoistoquimica para e-Caderina em adenoma de células basais de glandula
salivar. Ha reatividade membranar e citoplasmdtica em células luminais e abluminais. Técnica da

estreptavidina-biotina-peroxidase. Ampliag¢do original de 450%.

Reatividade para LEF-1 foi identificada em 16% dos casos, como marcagdo nuclear tanto em

células luminais quanto abluminais, na forma mostrada na Figura 9.
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Figura 9- Reatividade imunoistoquimica para LEFI em adenoma de células basais de glandula
salivar. Ha reatividade nuclear em células luminais e abluminais. Técnica da estreptavidina-biotina-

peroxidase. Ampliacdo original de 450 %.

Finalmente, para p63, reatividade foi verificada em 88% dos casos, em padrdo nuclear e em

células abluminais, conforme ilustrado na Figura 10.
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Figura 10- Reatividade imunoistoquimica para p63 em adenoma de células basais de glandula
salivar. Ha reatividade nuclear em células abluminais. Técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase.

Ampliagdo original de 450%.

Verificou-se correlagdo estatisticamente significativa entre o QS para B-Catenina ¢ GSK3p ¢

p63, conforme descrito na Tabela III.
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Tabela III- Estudo de correlagdes entre a reatividade imunoistoquimica para f-Catenina e
diferentes moléculas em adenomas de células basais, avaliada pelo indice Quickscore (Detre

et al)

Molécula Frequépcia de QS médio Correlagdo com B-Catenina*
reatividade (= DP) r p
B-Catenina 88% 5,8 (4,7) - -
GSK3p 80% 5,0 (4,7) 0,50 0,02
APC 44% 1,1 (1,8) -0,24 0,27
LEF1 16% 0,7 (1,6) 0,28 0,17
e-Caderina 80% 2,5(2,6) -0,08 0,78
p63 88% 9,3 (5,2) 0,42 0,04

* Teste de correlacdo de Pearson.
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5. DISCUSSAO

Este estudo foi proposto devido as descricdes anteriores de que a expressdo nuclear da f3-
Catenina é frequentemente encontrada nos adenomas de células basais (KAWAHARA et al.,
2011; DO PRADO et al., 2007; FURUSE et al., 2006). Trabalhou-se com a hipotese de
confirmar tal informacgdo. Isso de fato ocorreu, frente a reatividade nuclear para f-Catenina

em 88% dos casos.

Kawahara et al. (2011) sugeriram que o acimulo nuclear da B-Catenina poderia estar
relacionada com diferenciagdo mioepitelial. De fato, no presente estudo observou-se que a
reatividade para B-Catenina € mais frequente nas células abluminais, justamente as células que

parecem exibir diferenciagdo mioepitelial (ZARBO, 2002).

Kawahara et al. (2011) também verificaram que o acimulo nuclear de f-Catenina pode ser
coincidente com muta¢des no gene que codifica a B-Catenina, CTNNBI. No entanto, essas
mutagdes foram observadas apenas em aproximadamente metade dos casos. Também nao esta
suficientemente claro se a mutacdo mais frequente (transloca¢do no residuo 135) levaria a
estabilizacdo da B-Catenina, por impedir seu reconhecimento e degradacdo ou até mesmo por
provocar uma perda ou ganho de fung@o. Por isso, fez-se relevante investigar outras possiveis

causas para o acumulo nuclear de B-Catenina.

Em pelo menos trés casos ocorre o acimulo da forma hipo-fosforilada, estavel, de B-Catenina,
com localizagdo nuclear: 1 - Ativacdo da via Wnt candnica, quando a interacdo de ligantes
(por exemplo, Wntl) com receptores e co-receptores de membrana (FZ e LRP
respectivamente) bloqueiam a degradagdo da B-Catenina. 2 - Mutacdo inativadora nos
residuos N-terminal do gene CTNNBI, a qual impossibilitaria a degradagdo da proteina por
proteossoma (RAO e KULH, 2010; LUCERO et al., 2010). 3 - Mutagdo inativadora ou
silenciamento epigenético em genes relacionados com o complexo de destruicdo
citoplasmatico da B-Catenina, tais como APC ou GSK3p (SATO et al., 2007; KLAUS e
BIRCHMEIER, 2008). Nao foi identificada na literatura trabalhos investigando se a via de

sinaliza¢cdo Wnt/B-Catenina esta relacionada com a patogénese do ACB.

Estudos mostram que a regulag@o aberrante de GSK3f tem sido implicada em uma variedade
de doencas humanas, incluindo diabetes mellitus ndo insulino-dependente, doenga

cardiovascular, doengas neurodegenerativas (LUO J, 2009) e neoplésicas. O papel de GSK3f3



44

na tumorigénese e progressdo tumoral permanece controversa, podendo funcionar como
“supressor tumoral” para alguns tumores e promover o crescimento e desenvolvimento de
outros (SHAKOORI et al., 2005; LUO J, 2009). Sabe-se que essa molécula ¢ um dos
componentes do complexo de destrui¢do da B-Catenina (DAKENGE et al., 2012; SURANA
et al., 2014), e tem a capacidade de marca-la para degradacdo evitando que ndo ocorra sua
estabilizacdo citoplasmatica e consequente translocacao para o nicleo (DAKENG et al., 2012;
BRAUBURGER et al., 2014; SURANA et al., 2014). Nesse estudo foi observada correlagdo
positiva e estatisticamente significante entre o QS de B-Catenina e GSK3p. Tal fato pode
refletir um mecanismo frustrado de retroalimentacdo, em que o aumento de expressdo de
GSK3p seria uma tentativa de bloquear a atividade excessiva de f-Catenina. Ou seja, seria
uma tentativa mal sucedida de atuagdo como “supressora tumoral”, mediante bloqueio da

translocagdo da -Catenina para o nuicleo.

Nao foi identificada correlacdo entre a reatividade para B-Catenina e APC, o que sugere que a
expressdo dessa ultima ndo seja relevante como causa da translocag@o nuclear da primeira nos

adenomas de células basais de glandula salivar.

Outra forma de indugdo da translocag@o nuclear de B-Catenina ¢ a disfunc¢do de e-Caderina.
Essa ¢ uma molécula que faz parte dos complexos de adesdo celular, e para tanto se ligam ao
citoesqueleto de forma mediada pelas Cateninas. Em situagdo fisiologica, e-Caderina e -
Catenina s@o vistas junto a membrana plasmatica. Ruptura dessa interacdo molecular resulta
na migragdo nuclear da ultima. Furuse et al. (2006) verificaram tal fendmeno em carcinomas
epiteliais-mioepiteliais de glandula salivar, mas ndo em adenomas pleomorficos e carcinomas
adenoides cisticos. Embora a translocacdo nuclear de B-Catenina tenha sido um fendmeno
evidente no presente estudo, ndo houve alteracdo aparente na presenca de e-Caderina na
membrana das células neopldsicas. Também ndo se identificou qualquer correlagdo

significativa na reatividade dessas duas moléculas.

Se o actimulo nuclear da B-Catenina pode acontecer por diferentes vias; os efeitos dessa
alteracdo também sdo variados e dificeis de determinar com precisdo. A B-Catenina, quando
translocada para o nucleo, juntamente com TCF/LEF coativa a transcricio de genes
envolvidos em diversos processos celulares, tais como a apoptose, progressdo do ciclo celular,
crescimento celular e a replicagdo do DNA (MAO e BYERS, 2011; BRAUBURGER et al,
2014; SURANA et al.; 2014). CCNDI codifica a proteina Ciclina D1, e ¢ um dos genes

envolvidos na via de sinalizacdo Wnt/ B-Catenina, mas ha evidéncias de que a expressao de
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Ciclina D1 ¢ independente da acumulag@o nuclear de B-Catenina nos tumores de glandulas
salivares (DAA et al., 2004; POLAKIS, 2007; RAO e KUHL, 2010; LUCERO et al., 2010;
MYANT e SANSOM, 2011). Myc ¢ outro gene sob o controle da B-Catenina; ¢ um fator de
transcri¢do que regula a expressdo de até 15% dos genes humanos e parece ser importante na
patogénese do cancer em humanos, notavelmente no cancer coloretal, pulmao e pancreas, em
que a super expressdo de c-Myc poderia ser conduzido por uma amplificacdo da sinalizagio
Wnt/ B-Catenina (MYANT e SANSOM, 2011). Todavia, estudo anterior mostrou que o
acumulo nuclear de B-Catenina no ACB parece nio estar relacionado a maior expressao de

Myc (SERVATO, 2011).

No presente estudo, verificou-se reatividade frequente e intensa para p63, especialmente em
células abluminais. Esse mesmo padrao ja havia sido relatado em estudo anterior (JUNG et
al., 2013), que relacionou esse evento a diferenciagdo mioepitelial. De forma interessante,
foram verificadas agora a coincidéncia de localizagdo (em células abluminais) e correlacdo
positiva e significativa entre a reatividade para P-Catenina e p63. Recentemente, foi
verificado em carcinomas epidermoide de esdfago que a superexpressao da ultima aumenta a
expressdo da primeira, fenomeno que foi associado a comportamento invasivo (LEE et al.,
2014). Por outro lado, efeito inibitério na expressdo de P-Catenina ja foi observado apods
silenciamento da isoforma ANp63 (WARNER et al., 2013). Relacionamento entre a expressao
de B-Catenina e p63 tem sido observada em outros trabalhos (DREWELUS et al., 2010;
ZHANG et al., 2010; EBRAHIMI et al., 2008).
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6. CONCLUSAO

Sabendo-se que os tumores de glandula salivar, especialmente os ACBs, sdo incomuns, 0s
estudos sobre os eventos moleculares que participam no seu desenvolvimento sdo bastante
limitados. Os resultados deste estudo abrem novas possibilidades de investigacdo, ao
sugerirem que GSK3[ pode ser um fator relacionado a altera¢do na expressdo de B-Catenina,
e que essa alteracdo pode resultar em modificacdo na expressdo de p63. Todavia, tais
resultados ndo sdo suficientes para sustentar uma ativagdo da via Wnt no adenoma de células
basais de glandula salivar, bem como para compreender definitivamente o motivo pelo qual a

B-Catenina ndo ¢ degradada no citoplasma e translocada para o ntcleo.
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ANEXO - Aprovagio do Comité de Etica

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: VIAS DE SINALIZAG;.D WHT E SHH E A PECULIAR EXPRESSAD NUCLEAR DE
BETA-CATEMINA EM ADEMOMA DE CELULAS BASAIS
Pesquisador: SERGIO VITORING CARDOSO
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 09820512.3.0000.5152
Instituigao Proponente: FACULDADE DE CDONTOLOGIA (LFU)

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 180.356
Data da Relatoria: 30/11/2012

Apresentacdo do Projeto:

Considerando a oporlunidade de aprimoramento de critérios de diagndstico, e ainda a auséncia de
canhecimento cientifico abrangente sobre a influéncia das vias WNT & SHH no adenoma de células basais
[ACB) em particular, mas lambém em oulros tumores de glandula salivar, o estudo ird testar a hipdtese de
que a expressdo nuclear forte e frequents de beta-catenina em ACB & um diferencial claro para outros
tumores com cilediferenciagao basaldide (adenctarcinoma de células basais, carcinoma adendide cistico),
micepitelial (adenoma pleomarfica) & lubular (adenama canalicular), e pada ser Ofil no diagndstico diferencial
dessas lesdes. Alem disso, alteragdes na sinalizagdo da via WNT e, ou, SHH podem ser responsaveis pelo
achado lipico de marcacdo nudlear forte & infensa de beta-calenina em ACB, em comparagio com o padrao
de expressdo dessas moleculas em glandula salivar normal & em cufros tumoras de glandula salivar.

Objetive da Pesquisa:

E objetivo geral do estudo obier informagfes abrangentes a respeito da participagio das vias de sinalizag3o
WHMT & SHH no desenvolvimento de tumores de gléndula salivar com citodiferenciaco basalaide,
mioepitalial e twbular, com particular &nfase no adenoma de células basais.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

0 estudo ndo oferece nenhum risco direlo 4 sadde dos sujeitos, visto tratar-se de estudo retrospectivo. Mo
antanto, foi previsto que o consuma de parte do "bloco de bidpsia® pode conferir risco no sentide de utilizar
material que podera ser necessario para alquma avaliagdo do servigo.
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Também consideraram o risco de divulgagdo de informagies pessoais, sendo gque para ambas as situagies,
foram apreseniadas esiralégias para prevengio das situagbes.

Como beneficios, diferentes quesides foram citadas, tais como avango tecnolgico aplicado ao diagndstico
do ACE,; conhecimento cientifico quanto ao tema em estudo e formagio de pessoal no desenvolvimento de
pesgquisas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo retrospectivo, descritivo, lipo série de 58 casos diagnoslicados como adenoma de
células basais, adenoma pleomérfico, adencma canalicular, adenocarcinoma de células basais e carcinoma
adandide cistico. As fontes de material e informagBes nacessarias ao estudo serdo proveniantas da argquivo
do Laboratario de Patologia da Faculdade de Odonlologia da Univarsidade Federal de Uberandia. Para
caraclerizagio da amosira, de cada caso serdo recuperadas informagies demograficas dos pacientes (sexo
& idade), bem como a localizagdo anatdmica da lesdo. As analises imunohistoquimicas das proteinas bela-
calenina, E-caderina, Wntla, Wnt2, Wnt3a, Wnid, Wnt5, Frizzled-7, Wif1, SFRP-1, SFRP-2, CK1 epsilon,
GSK3ibeta, APC, c-mye, ciclina D1, SHH, PTCH, SMO, Gli1, GE3 e galectina-3 ser3o feitas em corles
histolagicos oblidos de material arquivada, incluido em parafina. Seguir-se-a o protocole estabelecido no
Laboratdrio sede. Para analise da reatividade imunoistoquimica, serd utilizado sistema da fotomicrografia
composio por microscdpio acoplado a cAdmera fotografica. Para cada caso, serSo inicialmente definidas as
areas da hot spot da marcagdo e, denire elas, serdo ablidas imagens digitais daguelas que apresentam
morfologia histopatoldgica mais caracteristica de cada lesda. Inicialmente, o padrdo de marcagio de cada
antigeno sera descrito conforme os diferentes padrdes de citodiferenciagio em cada tumor, com énfasa na
diferenciagio basaldide, mioepitslial & tubular, conforme presantes. Em seguida, todas as células tumorais
das areas de hot spot, al® o maximo de BOD, serdo avaliadas para se determinar a proporgdo de células
positivas, denominada gindice de marcaciog . Ao final, para definigdo de categorias de marcagde, cada
amastra serd classificada em uma de trés classes: 0 - auséncia de reatividade, 1 - reatividade observada em
até 30% das células, e 2 - reatividade em mais de 30% das células. O cronograma do estudo indica que o
rasireamento & selegdo de casos tera inicio em fevereino de 2013 e o t&mino, o gual culmina com o relatario
da pesquisa, em dezembro de 2014. O cuslo tolal sera na ordem de R$ 135.315,84 financiados
parcialmente pelo Consaelho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (Valor Global: RS
49.915,84).

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos o= lermos obrigatarios foram adeguadamente preenchidos, apresentados e assinados.

Recomendagoes:
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

D acordo com as atribuighes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela aprovacdo do
profocalo de pesquisa proposta.

O protocole ndo aprasenta problemas da ética nas condutas de pesquisa com seres humanas, nas limitas
da redagdo e da metodologia aprasantadas.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

MEo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data para enlrega de Ralatdrio Parcial: dezembro de 2013.
Data para enirega de Relatdrio Final: dezembro de 2014.

OB5.: 0 CERIUFU LEMBRA QUE QUALCQUER MUDAMCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMEMTE AD CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAD DA MESMA

O CEPIUFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 ancs o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livee e Esclarecido, assinados pelo sujsito de pasquisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisadar para conferéncia do relatdrio & documentagdo
pertinente ao prajeto.

& a aprovagdo do protocolo de pasguisa pelo CERIUFU da-se em decoréncia do atendimento a Resolugdo
196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

COrientagbes ao pesquisador

i O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimente em
qualguer fase da pesguisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 -
ltem 1%.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consantimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinada (tem IV.2.d).

& O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou (Res. CHNS ltem
I1.3.z), aguardando seu parecer, excelo quando perceber risco ou dano ndo previsio ao sujeilo participante
ou quando constatar a superioridade de regime oferecido 8 um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que
regueiram agao imediata.
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£ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo (Res. CNS ltern V.4). E papal de o pesquisador assegurar medidas imediatas adeguadas frente a
avanto adverso grave ocormrido (mesmo que tenha sido em oulro cantra) e enviar nolificagdo ao CEP e &
Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria § ANVISA § junio com seu posicionamento.

£ Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ac CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parfe do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriommenta 8 ANVISA, o pasquisador ou patrocinador deve anvia-las tambam
a mesma, junto com o parecer aprobatario do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251097,
item NL2.a). O prazo para entrega de relatorio @ de 120 dias apos o término da execugdo pravista no

cronograma do projato, conforme norma.

UBERLANDIA, 21 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)

56



