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Resumo

Introdugdo: A deteccdo imunoistoquimica de B-Catenina nuclear tem sido
amplamente empregada para demonstrar ativacdo da via candnica Wnt/B-
Catenina em uma grande variedade de neoplasias humanas, incluindo
adenoma de células basais e adenocarcinoma de células basais de glandula
salivares. Todavia, a imunolocalizacdo de outras proteinas dessa via ainda seja
desconhecida, e por isso foi proposto o presente trabalho, que avaliou
comparativamente a imunolocalizacdo de Wntl, B-Catenina e c-Myc no
adenoma de células basais e adenocarcinoma de células basais.

Materiais e Métodos: Técnica imunoistoquimica por estreptavidina-biotina-
peroxidase foi empregada para investigar a expressdo das moléculas de
interesse em 28 casos de adenoma de células basais e quatro de
adenocarcinoma de células basais. Cada reacdo foi avaliada por critérios
subjetivos e semiquantitativos, e comparados estatisticamente.

Resultados: Wntl foi positiva em 14 casos (50.0%) quase sempre em pequena
proporcao de células, de baixa intensidade e restrita ao citoplasma. -Catenina
foi detectada no nucleo das células tumorais em todos os tumores, sendo o
padrdao prevalente em 67.9% deles. Nos tumores com diferenciagao tubular,
esse achado foi geralmente restrito as células abluminais. C-myc foi detectado
em 20 casos (71.4%) em proporc¢ao e intensidade variada das células tumorais,
sempre em padrdo citoplasmatico. Ndo foi identificada nenhuma associacao
entre a expressao dessas moléculas nos adenomas de células basais. Dois
casos recorrentes mostraram elevados indices de Quickscore. Para os
adenocarcinomas de células basais, os achados foram semelhantes, exceto
por ndo ter sido comum marcagéo nuclear de B-Catenina.

Conclusbes: Os resultados observados confirmam que a compartimentalizagcéo
nuclear de p-Catenina € uma caracteristica dos adenomas de células basais, a
qual pode ser util na sua distincdo para com o adenocarcinoma de células
basais. Por outro lado, tal caracteristica ndo pode ser decorrente da ativacao
da Via canbnica Wnt/ 3-Catenina, ou ao menos da expressdo de seu principal
agonista (Wntl). Outros agonistas desta via devem ainda ser estudados, como
wnt3 e Wnt8. Da mesma forma, possiveis efeitos relevantes da localizacéo

nuclear de B-Catenina ndo parecem ser mediados pela expresséo de c-Myc.
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Abstract

Introduction: The immunohistochemical detection of nuclear § Catenin has been
widely used to demonstrate activation of the canonical Wnt/B- Catenin pathway
in a wide variety of human cancers, including basal cell adenoma and basal cell
adenocarcinoma salivary gland, although the immunolocalization of other
proteins of this pathway is still unknown. The objective of this study was to
access the immunolocalization of Wntl, B-catenin and c-Myc in the basal cell
adenoma and basal cell adenocarcinoma.

Materials and Methods: We studied the immunolocalization of Wntl, B-catenin
and c-Myc in a series of four 28 basal cell adenoma and four basal cell
adenocarcinoma, by immunohistochemistry using the streptavidin-biotin
peroxidase method.

Results: Wntl was positive in 14 cases (50.0%) always in a small proportion of
cells, low intensity and restricted to the cytoplasm. B-Catenin was detected in
the nucleus of tumor cells in all cases, being the prevalent pattern in 67.9% of
them. In tumors with tubular differentiation, this finding was generally restricted
to abluminal cells. C-myc was detected in 20 cases (71.4%) and it varied in
proportion and intensity of tumor cells, always in cytoplasmic pattern. We could
not identify any association between the expressions of these molecules in
basal cell adenomas. Two recurrent cases showed high levels of Quickscore.
For basal cell adenocarcinomas, the findings were similar, except that it was not

common nuclear staining of B-Catenin.

Conclusions: Our results confirm that the nuclear compartmentalization of -
Catenin is a feature of basal cell adenomas, which may be useful in their
distinction to the basal cell adenocarcinoma. On the other hand, this feature
cannot be due to activation of the canonical Wnt / B-Catenin, or at least the
expression of its main agonist (Wntl). Other agonists of this pathway remain to
be investigated, such as Wnt3 and Wnt8. Similarly, the possible effect of the
nuclear localization of B-catenin does not appear to be mediated by the

expression of c-Myc.
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1- Introducéao

O adenoma de células basais € um tumor benigno das glandulas salivares
caracterizado pela aparéncia basal6ide das células neoplasicas e pela
auséncia do componente estromal mixocondrdide que € tipico do adenoma
pleomdrfico. Representa até 3% de todos os tumores das glandulas salivares, e
geralmente sdo diagnosticados em mulheres, principalmente na sétima e oitava
década de vida, com até 75% dos casos acometendo a glandula parétida.
Pouco se conhece a respeito da causa e dos mecanismos envolvidos no
surgimento desse tumor. O adenocarcinoma de células basais se difere do
adenoma de células basais por apresentar crescimento infiltrativo, atipia
celular, mitose freqluentes e potencial de metdstase. A maioria dos
adenocarcinomas de células basais se desenvolve “de novo”, mas a sua
evolucdo a partir de adenoma de células basais ja foi relatada (de Araujo, 2005;
Ellis e Auclair, 2008).

A familia de proteinas de sinalizacdo Wnt participa em varios eventos do
desenvolvimento embrionario e também tem sido implicada na homeostase de
tecidos adultos. Os sinais dessa via séo pleiotropicos, com efeitos que incluem
estimulos mitogénicos, de sobrevivéncia e de diferenciacédo celulares (Yost et
al., 1996; 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). Os efeitos
proto-oncogénicos da proteina Wntl foram descobertos hd mais de 18 anos
atrés, incitando intensa investigacdo sobre o papel dos genes WNT na
etiogénese das neoplasias (Nusse e Varmus, 1982). Grande parte dos efeitos

decorrentes dessa via de sinaliza¢do depende da proteina p-Catenina.

Essa molécula é um dos componentes das juncdes aderentes, bem como um
coativador de transcricdo implicado, por exemplo, na transducdo de estimulos
mecanicos e bioquimicos recebidos pela membrana celular até o nucleo. Dessa
forma, em células epiteliais quiescentes p-Catenina é observada junto a
membrana plasmatica. Na presenca de sinalizacdo por Wntl, a p-Catenina €
estabilizada e posteriormente transportada para o nucleo, onde forma um

complexo com os fatores de transcricdo TCF/TLF e ent&o ativa a transcricdo de
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diversos genes envolvidos no controle da proliferacdo e diferenciacédo
celulares, tais como MYC (Hai et al., 2010; Rao e Kuhl, 2010; Lucero et al.,
2010).

Em algumas neoplasias, observa-se translocacao de B-Catenina para o nucleo,
fato que contribui para aumento da populacao celular. Por exemplo, a literatura
informa que o acumulo nuclear de B-Catenina parece ser uma caracteristica
distintiva do adenoma de células basais quando comparados com outros
tumores das glandulas salivares. Essa caracteristica foi relatada por Prado et
al. (2007) e recentemente corroborada por Kawahara et al. (2011), que também
sugeriram que o acumulo nuclear de B-Catenina em adenoma de células
basais estaria relacionado a diferenciacdo mioepitelial e que seria coincidente
com mutacbes ativadoras no gene que codifica a B-Catenina (CTNNBL).
Entretanto, essa Ultima alteracao foi observada em apenas metade dos casos,
de forma que outros fatores devem estar envolvidos na determinacdo da

expressao alterada de B-Catenina neste tumor.

Os efeitos oncogénicos da via de sinalizacgdo Wnt/B-Catenina foram
investigados em varios tipos de neoplasias (Nusse e Varmus, 1982; Yost et
al.,1996; Furuse et al., 2006; Polakis, 2007; Queimado et al., 2008; Hai et al.,
2010; Espada et al., 2009; Lucero et al., 2010; Chandrashekar et al., 2011),
incluindo carcinoma adendide cistico (Daa et al., 2005; Zhou e Gao, 2006),
adenomas pleomoérficos (Genelhu et al.,, 2007; Fonseca et al., 2008) e
carcinomas mucoepidermdides (Shieh et al., 2003; Shiratsuchi et al., 2007) de
glandulas salivares, mas as informacdes disponiveis sobre adenoma de células

basais ainda séo restritas a 3-Catenina.

O objetivo deste estudo foi investigar se 0 acumulo de B-Catenina nuclear no
adenoma de células basais esta relacionado a expressao de Wntl e c-Myc, na
tentativa de melhor compreender a patogénese desta lesdao. Além disso, foram
investigadas possiveis diferencas na expressdo dessas moléculas entre o
adenoma de células basais e adenocarcinoma de células basais de glandulas

salivares.
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2 - Revisao da Literatura

2.1 - Tumores de glandula salivar

As glandulas salivares sao 0rgados exocrinos responsaveis pela producédo e
secrecdo de saliva. S&o constituidas pelas glandulas parétida, submandibular,
sublingual, e por glandulas menores. Estas Ultimas sdo numerosas e estédo
amplamente distribuidas por toda a boca e orofaringe. Glandulas similares
estdo presentes nas vias respiratdrias superiores, trato nasossinusal e seios

paranasais (Eveson et al., 2005).

Neoplasias das glandulas salivares podem mostrar uma gama impressionante
de padrdes morfolégicos entre diferentes tipos tumorais e por vezes dentro de
uma mesma massa tumoral. Além disso, a ocorréncia de tumores hibridos, a
possibilidade de desdiferenciagcdo e a propensdo de tumores benignos em
malignizar-se podem confundir a interpretagdo histopatologica. A nova
classificacdo nosolégica dos tumores de glandula salivar proposta pela
Organizacdo Mundial da Saude em 2005 (Barnes et al., 2005) dividiu todos
estes tumores em 34 entidades, sendo 24 dessas lesdes malignas e 10
benignas. Além disso, diversas outras lesbes podem acometer primariamente

esses orgaos (Eveson et al., 2005; Elis e Auclair, 2008).

A epidemiologia dos tumores glandula salivar ainda ndo é bem documentada
pela literatura internacional (Pinkston e Cole, 1999). Em muitos estudos os
dados estéo restritos quanto a localizacéo, focando-se apenas em neoplasias
da glandula pardtida ou em tumores das glandulas salivares maiores e/ou
menores. Por sua vez outros artigos tém apenas incluidos os tumores
malignos, 0s quais representam uma porcao pequena do total destas lesdes,
enquanto outros se limitam a documentar a frequéncia dessas doencas em
criancas e adolescentes. (Owens e Calcaterra, 1982; Takahama Junior et al.,
2009; Thariat et al., 2011). Além disso, muitos trabalhos utilizam classificagfes
nosoldgicas distintas, sendo estas classificacdes muitas vezes ultrapassadas,

dificultando a comparacéo entre eles.
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A incidéncia global anual estimada para todo o grupo de tumores de glandula
salivares varia de 0,4 a 13,5 casos por 100.000 habitantes (Eveson et., al 2005,
Elis e Auclair, 2008), enquanto a frequéncia de lesdes malignas varia de 0,4 a
2,6 casos por 100.000 habitantes (Eveson, et. al 2005, Elis e Auclair, 2008).
Nos Estados Unidos, neoplasias malignas das glandulas salivares sao
responsaveis por 6% dos canceres de cabeca e pescoco, e 0,3% de todas as
malignidades (Ries et al., 1991). No Brasil varios estudos j& foram realizados
sobre a frequéncia dessas lesdes, em diversos centros de diagndéstico, mas a

real incidéncia dessas lesdes na populacéo geral é até hoje desconhecida.

O tipo tumoral mais comum é o adenoma pleomorfico, que responde por cerca
de 50% de todos os tumores. O tumor de Warthin € o segundo de maior
frequéncia entre tumores benignos, seguido pelo adenoma de células basais.
Na maioria dos estudos, o carcinoma mucoepidermaoide é o tumor maligno mais

comum (Eveson et al., 2005, Elis e Auclair, 2008).

2.2 - Adenoma de células basais

O adenoma de ceélulas basais é uma neoplasia epitelial benigna de glandulas
salivares, caracterizada por células tumorais com aspecto basaldide
relativamente uniforme, monomorficas, bem como pela auséncia de
componente estromal mixocondroide (Araujo, 2005; Ellis e Auclair, 2008).
Outros termos j& foram eventualmente utilizados para se referir a essa leséo,
tais como adenoma tubular, adenoma trabecular, tumor analogo dermal e

adenoma basal6ide (Nagao et al., 1982).

A nomeclatura adenoma de células basais foi empregada pela primeira vez por
Kleinsasser e Klein, em 1967, ao descreveram nove tumores com
caracteristicas  histomorfolégicas semelhantes e que deveriam ser
considerados como uma nova entidade. Entretanto, a primeira classificacédo
proposta pela OMS para as neoplasias de glandulas salivares, em 1972, ndo
aderiu a tal sugestdo, agrupando todos os tumores benignos em adenomas
pleomorficos ou monomorficos, tendo sido os adenoma de células basais

incluidos nesse ultimo grupo (Thackray e Sobin, 1972).

11

Pagina 1 1



Posteriormente, na segunda edicdo da OMS sobre a nosologia dos tumores de
glandula salivar foi reconhecido que algumas das lesbes que antes eram
aglomeradas dentro do grupo de “adenomas monomorficos” ndo eram
absolutamente monomorficas, e que ja existiam dados suficientes para
estabelecer critérios claros para classificar separadamente varias entidades
especificas (Seifert et al., 1991). Assim, foi reconhecido que tumores de células
basais apresentam aspecto histoldégico e progndstico diversos, distinguindo o
adenoma de células basais de outros tipos histolégicos tais como o
adenocarcinoma de células basais e o carcinoma adendide cistico (Seifert,
1991).

Na terceira versdo, de 2005, a distin¢cao foi mantida, tendo sido incluidos dados
epidemioldgicos, clinicos, patolégicos, genéticos e imunoistoquimicos para se

caracterizar melhor o adenoma de células basais (de Araujo, 2005).

Adenomas de células basais sdo tumores incomuns, constituindo entre 0,5% e
5,5% de todos os tumores de glandulas salivares e aproximadamente 6% dos
tumores epiteliais benignos (Eveson et al., 2005; Elis e Auclair, 2008; Tian et
al., 2009; Cordeiro, 2010). Ha uma discreta variacao na frequéncia do adenoma
de células basais entre paises (Ellis e Auclair, 2008). Um exemplo dessa
variacdo é facilmente visualizado quando comparamos alguns estudos: no
Brasil (Kalluf, 2006) o adenoma de células basais representa aproximadamente
7,4% de todos os tumores benignos, ja para Ito et al., (2005) a frequéncia de
adenoma de células basais era de 0.6% da amostra. Na China, Tian et al.
(2009) esta neoplasia representa pouco mais de 5.0% da amostra. Em outros
trabalhos essa mesma frequéncia € pouco superior a 2% da amostra (Long-
Jiang et al., 2008; Ochicha et al., 2009; Dhanithai et al., 2009)

Seu diagndstico € geralmente estabelecido em adultos e idosos do sexo
feminino, com pico de frequéncia na sétima década de vida (Ellis e Auclair,
2008; Jones et al.,, 2008; Tian et al., 2009). Tumores com caracteristicas
histolégicas de adenomas de células basais que sejam congénitos ou
detectados na primeira infancia sdo mais bem classificados na atualidade como

sialoblastomas (Eveson et al., 2005, Elis e Auclair, 2008).
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O adenoma de células basais é discretamente mais frequente em mulheres do
gue em homens (Jones et al.,, 2008; Tian et al., 2009). Todavia, o subtipo
membranoso é mais encontrado em pacientes do sexo masculino (Eveson et
al., 2005; Elis e Auclair, 2008).

Adenomas de células basais sdao amplamente mais comuns em glandulas
salivares maiores, em particular na parotida (75% dos casos, sendo o lobo
superficial o mais afetado), com raros casos surgindo na glandula
submandibular (Eveson et al., 2005; Elis e Auclair, 2008; Tian et al., 2009;
Cordeiro, 2010).

Apenas 3% dos adenomas de células basais sado diagnosticados em sitios
intraorais associados a glandulas salivares menores (Ellis e Auclair, 1991; Tian
et al., 2009). E importante mencionar, entretanto, que um estudo descreveu
prevaléncia notadvel de adenoma de células basais em glandulas menores
(Jones et al., 2008). O labio superior é o local mais comum para esses casos,
seguido da mucosa bucal (Eveson et al., 2005, Elis e Auclair, 2008; Tian et al.,
2009; Cordeiro, 2010)

Histologicamente, os adenomas de células basais mostram predominancia de
células uniformemente basalbides, ou seja, pequenas, com citoplasma escasso
e nucleos hipercromaticos, arredondados a ovoides, que estao frequentemente
agregados perto da interface com o estroma, na periferia dos ninhos epiteliais,
podendo aparecer em palicada. Podem também existir células maiores com
citoplasma mais abundante, ndcleo palido, basofilico e alguns contendo um ou
mais nucléolos pequenos. Na maioria dos adenomas de células basais, ha
também células cuboidais que circundam pequenos lumens, sendo
denominadas células luminais (Aradjo, 2005; Ellis e Auclair, 2008).
Eventualmente, as células maiores (ndo Iluminais) mostram fendtipo
morfoldgico, imunoistoquimico e ultraestrutral que sugere tratar-se de células

mioepiteliais (Eveson et al., 2005; Elis e Auclair, 2008).

Os agregados de células tumorais se mostram claramente delimitados do
estroma. Esse geralmente ndo € abundante e frequentemente € pouco
vascularizado e moderamente celularizado, com aspecto muitas vezes mixoide,

mas nunca mixocondroide como aquele visto no adenoma pleomorfico,

13

Pagina 1 3



havendo ainda lamina basal discreta. Raramente pode ser observado um
infiltrado composto por linfocitos e adipocitos maduros (Eveson et al., 2005, Elis
e Auclair, 2008; Cordeiro, 2010).

Quanto a arquitetura tecidual, 0 adenoma de células basais pode se apresentar
sélido, trabecular, tubular ou membranaceo. Cada tumor pode mostrar mais de
uma dessas caracteristicas, havendo usualmente predominio de uma delas, a
qual deve ser considerada para fins de classificacdo histopatoldgica (Aradujo,
2005). Essa classificacdo, no entanto, ndo implica em comportamento biolégico
diferenciado (Eveson et al., 2005; Elis e Auclair, 2008), exceto pela rara
variante membranosa, que mostra maior propensdo a crescimento multifocal,
recidivas e transformacdo maligna (Eveson et al., 2005, Elis e Auclair, 2008).
Nesse sentido, o subtipo sélido tem sido relatado como o mais frequente
(Zarbo 2002; Araujo 2005; Ellis e Auclair, 2008). Em todos os subtipos,
achados eventuais podem ser observadas, tais como degeneracdo cistica,
formacdes cribriformes, ou ainda agregados circulares de células neoplésicas
com diferenciacdo escamosa, inclusive queratinizadas (Araudjo, 2005).

Na variante solida, as células epiteliais neoplasicas agregam-se
caracteristicamente em amplos lengéis, ilhotas menores ou faixas largas e por
vezes anastomosadas, sendo comum haver predominio de um desses padrbes
em cada tumor. Células menores sdo mais numerosas, eventualmente
ocasionando aspecto basofilico aos agregados tumorais que, além disso,
apresentam células periféricas (na interface com o estroma) arranjadas em
palicada. Finalmente, o estroma tende a ser composto por tecido conjuntivo
denso, desorganizado (Ellis e Auclair, 2008). Estruturas ductiformes ndo séo
proeminentes nesse padrdo, e 0s ninhos tumorais ndo possuem uma
membrana basal eosinofilica tdo espessa como aquela vista no adenoma de

células basais membranoso (Ellis e Auclair, 2008).

O subtipo trabecular -caracteriza-se por estreitos corddes de células
neoplasicas, intensamente entrelacadas. Células maiores sdo mais comuns,
enquanto o empalicamento periférico € menos proeminente que na variante
sélida. Ainda, o estroma é também menos denso, podendo apresentar-se

frouxo e bastante similar aquele caracteristico do adenoma canalicular.
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Finalmente, em alguns tumores os corddes neoplasicos podem se mostrar
separadas por quantidade muito pequena de estroma, inclusive mimetizando o
padrao sdlido (Ellis e Auclair, 2008).

O padrdo tubular se assemelha ao trabecular pelo fato de que as células
neoplasicas também se organizam em corddes anastomosados, mas exibe
caracteristicamente células com diferenciacdo ductal, havendo ainda
formacdes luminais proeminentes, numerosas e de diametro variado. Uma ou
varias camadas de células basaléides ndo luminais, periféricas, devem estar
presentes, fato importante para diferencia-lo do adenoma canalicular (Ellis e
Auclair, 2008).

Em muitos tumores é praticamente impossivel determinar se ha predominancia
de formacOes tubulares ou trabeculares, de forma que se justifica 0 uso do

termo “tubulotrabecular” (Aradjo, 2005).

O adenoma de células basais membranoso tem uma interessante e distinta
figura microscopica. Essa variante apresenta arranjo das células epiteliais
semelhante ao subtipo solido (Ellis e Auclair, 2008). As ilhotas epiteliais sé&o
arranjadas em I6bulos, densamente entrepostos, assemelhando-se a pecas de
um quebra-cabeca. A caracteristica que distingue esse padrdo é a presenca de
espessa camada hialina, eosinofilica, ao redor dos ninhos epiteliais, a qual
corresponde a membrana basal e por vezes toma praticamente todo o estroma
tumoral. O simples espessamento de material hialino ao redor dos agregados
epiteliais, todavia, ndo é patognomdnico do subtipo membranoso, podendo ser
encontrado em outras variantes, em especial na solida (Ellis e Auclair, 2008).
Além de caracteristicas histologicas peculiares, a alta incidéncia de
recorréncias e a maior possibilidade de transformacdo maligna sédo fatores que
justificam a separacdo do adenoma de células basais membranoso das outras
variantes (Nagao et al., 1982).

Imunopositividade para queratina, marcadores miogénicos, vimentina e p63
indicam diferenciacdo mioepitelial e ductal no adenoma de células basais,
especialmente nas células abluminais do subtipo tubular. Também as células
periféricas empalicadas do tipo solido podem corar para vimentina e

marcadores miogénicos. O padrao de expressao reflete os diferentes estagios
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de diferenciacdo do tumor, variando do tipo sélido, menos diferenciado ao tipo

tubular, o mais diferenciado (de Araujo 2005; Ellis e Auclair, 2008).

Como para a maioria dos tumores benignos de glandulas salivares, o
prognostico para pacientes portadores de adenomas de células basais é bom.
Apenas tumores localizados no lobo profundo da parétida apresentam maiores
chances de recorréncia quando comparado a outras localizagbes (Bova, Saylor
e Coman, 2003). Conforme mencionado anteriormente, tumores com padréo
membranoso apresentam recorréncias mais frequentes (aproximadamente
25% dos casos) em relacdo aos outros subtipos histopatolégicos (Araujo 2005;
Ellis e Auclair, 2008). Esse fato pode ser justificado por esses tumores serem
geralmente multifocais. A transformagdo maligna do adenoma de células
basais € raramente descrita, sendo mais freqliente para o0 subtipo
membranoso, embora a documentacao desse evento seja controversa (Aradjo
2005; Ellis e Auclair, 2008).

2.3- Adenocarcinoma de células basais

O adenocarcinoma de células basais € uma neoplasia epitelial maligna e rara
das glandulas salivares, composta por células epiteliais basalbides, sendo em
linhas gerais semelhante quanto a diferenciacao celular e organizacao tecidual
ao adenoma de células basais, mas que, por apresentar crescimento infiltrativo,
potencial para metéstase, pleomorfismo celular e mitoses atipicas, tem
claramente comportamento mais agressivo, sendo portanto considerado uma

neoplasia maligna (Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008).

Até recentemente, tumores malignos das glandulas salivares que mostrassem
diferenciacdo basaloide eram diagnosticados como carcinoma basaldide,
adenoma de células basais hibridos, carcinoma adendide cistico,
adenocarcinoma de células basais, carcinoma de células basais e carcinoma
ex-adenoma monomorficos (Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008). De todos esses
nomes, hoje existe um consenso que define o termo adenocarcinoma de
células basais como o mais adequado para esse tumor, que por sua vez é

ainda classificado como de baixo grau de malignidade e também como a

16

Pagina 1 6



contraparte maligna dos adenoma de células basais, conforme definido por
Ellis e Wiscovitch, 1990.

Poucos casos ja foram relatados e estes representam menos de 1% dos
tumores malignos de glandula salivar. Acometeram em geral pacientes adultos,
com média de idade de 60 anos, sem predilecdo por sexo. Mais de 90% destes
tumores ocorrem na glandula paroétida, havendo raras descricdes em glandulas
salivares menores da cavidade oral (Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008; Tian et
al., 2009).

A maioria dos tumores se apresenta clinicamente como aumentos volumétricos
indolores, com raros relatos de dor ou sensibilidade. A duracdo destes tumores
antes da excisdo varia de semanas a anos. Semelhante a alguns pacientes
com adenomas de células basais, os pacientes com adenocarcinomas de
células basais podem ter histéria pregressa de multiplos tumores de pele e de
adenocarcinomas de células basais (Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008).

Histologicamente, apresentam-se compostos por células epiteliais basaloides,
que variam de células pequenas e escuras a outras maiores e mais palidas,
formando padrbes histomorfologicos que também sdo descritos como sélidos,

membranosa, trabecular e tubular (Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008).

O padréo solido é tipo histologico mais frequentemente relatado e é
caracterizado por ninhos de tamanho e forma variavel, que sdo separados por
finos septos de estroma de colageno. No tipo membranoso, 0s tumores
produzem grande quantidade de material hialinizado e eosinofilico. Bandas
interconectantes de células basaloides separadas por estroma de tecido
conjuntivo ndo modelado caracterizam o padréo de crescimento trabecular. No
tipo tubular, hd formacdo de espacos luminais entre as células basaldides.
Focos de diferenciacdo escamosa podem ser encontrados em alguns tumores.
As células tumorais ao longo da interface com o estroma muitas vezes se
dispdem em palicada. O grau de atipia e o nUmero de figuras de mitose variam
de um tumor para outro, mas muitas vezes é minima (Ellis, 2005; Ellis e
Auclair, 2008; Tian et al., 2009).
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Pode ocorrer infiltracdo de células tumorais no parénquima glandular
adjacente, derme, musculo esquelético, ou gordura periglandular. Embolizagéo
ou invasdo de nervo periférico é evidente em cerca de um quarto dos tumores.
(Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008; Tian et al., 2009).

A maioria dos adenocarcinomas de células basais provavelmente se
desenvolve de novo, mas existem relatos de transformacdo maligna a partir de
adenoma de células basais prévios (Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008). Pouco é
conhecido sobre a etiogénese do adenocarcinoma de células basais, mas ja foi
relatado o ganho de cromossomos em 9p21.1, 18g21.1-g22.3, e 22(11.23-
g13.31 como também perdas em 4q25 e 2924.2-g27(Toida, et al 2001; Ellis,
2005; Ellis e Auclair, 2008).

Embora os adenocarcinoma de células basais sejam localmente destrutivos e
muitas vezes recidivem (aproximadamente 40% dos casos), apenas
ocasionalmente (10%) causam metastase e morte dos pacientes. Remoc¢éao
cirdrgica completa do tumor é o tratamento recomendado. Esvaziamento
cervical ndo é indicado para pacientes sem massas palpaveis nos linfonodos
cervicais (Toida, et al 2001; Ellis, 2005; Ellis e Auclair, 2008).

2.4- Via de sinalizacdo Wnt

A familia Wnt de proteinas de sinalizacdo participa em varios eventos de
desenvolvimento durante a embriogénese e também tem sido implicada na
homeostase de tecidos adultos. Sinais da via Wnt/B-Catenina séo pleiotropicos,
com efeitos que incluem estimulo mitogénico, especificacdo de destino celular
e diferenciacdo. Os efeitos proto-oncogénicos de Wnt foram descobertos ha
mais de 18 anos atras, gerando intensa investigacdo sobre o papel dos genes
WNT em neoplasias humanas (Espada et al., 2009).

A sinalizagcdo por Wnt ocorre por duas vias distintas: candnica (“‘comum”,

principal) e ndo candnica (Baksh e Tuan, 2007).

A via canodnica caracteriza-se pela estabilizacdo da molécula B-Catenina no

citoplasma, com posterior translocacdo nuclear da mesma, que entao facilita a
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ativacdo de genes-alvo dos fatores de transcricdo TCF/LEF. Na auséncia de
sinalizacdo por Wnt, ocorre ubiquitinacdo da B-Catenina e sua conseqlente
degradacdo por proteosomo. O complexo citoplasmatico que marca a B-
Catenina para degradacao € composto por Axina, proteina APC (Adenomatous
Polyposis Coli) e GSK-3 (glicogénio sintetase quinase-3 beta), cuja acao ocorre
pela fosforilacdo de B-Catenina. A ativacdo da via canbnica inicia-se com a
liberacdo paracrina de Wnt, que se liga na célula-alvo ao respectivo receptor de
membrana plasmatica Frizzled e a correceptores LRP5-6 (“LDL receptor related
protein”), os quais transmitem o sinal para Dishevelled (Dsh) e Axina no citosol,
levando a inibicdo da fosforilacdo de B-Catenina e consequente bloqueio de
sua degradacdo. Dessa forma, ha elevagcdo dos niveis de [-Catenina
citoplasmatica, com posterior acimulo nuclear e entdo formacdo de complexo
ativador pela sua associacdo com os fatores de transcricdo TCF/LEF,
finalizando com inducgéo transcricional de genes-alvo efetores (Espada et al.,
2009; Hai et al., 2010; Sugimura e Li, 2010; Lucero et al., 2010).

Mutacbes que promovam a ativacao constitutiva da via candnica podem levar a
uma grande variedade de neoplasias (Doucas et al., 2005; Logan e Nusse,
2004). O melhor exemplo conhecido € a Polipose Familiar Adenomatosa (FAP),
uma doenca autossdmica dominante em que 0s pacientes apresentam
multiplos polipos no coélon associados a estabilizagdo exacerbada de -
Catenina (Ponti, Losi et al., 2008). Por outro lado, mutagdes que levam a perda
de funcdo em Axina foram descritas em hepatocarcinomas (Taniguchi et al.,
2002).

A via ndo canbnica ndo envolve B-Catenina, atuando pelos mecanismos de
“planar cell polarity”, o qual guia movimentos celulares durante a gastrulacao e
€ mediada por pequenas Gtpases (Rho e Rac), JNK e Cdc42, ou pelo
mecanismo Wnt/Ca,", o qual pode ao mesmo tempo levar & expressio de
proteinas reguladoras da diferenciacao celular e ainda atuar como antagonista
da via canonica. Nesses casos, Wnt se liga aos receptores Frizzled de forma
independente de co-receptores, levando a alteragcdes na localizagdo de
proteina efetoras da via, como JNK, Dvl e ROCKII, ou alteracbes em
concentracbes de calcio intracelular. Durante a embriogénese, a via néo

canodnica participa da determinagéo de polaridade dorso-ventral dos membros,
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e também provavelmente na migracdo neuronal. A via de sinalizacéo
Wnt/Ca2+, por sua vez pode ser dividida em: 1) Wnt-calcineurina, que regula a
expressdo do fator de transcricio NFAT, o qual transcreve proteinas
relacionadas com a diferenciacéo celular como, por exemplo: Osterix, DSCR1 e
DYR K1A; 2) Via de sinalizagdo Calcio induzivel por CaMKII-TAK1-NLK, a qual
antagoniza a via Wnt candnica, suprimindo a transcricdo dependente de B-
Catenina (Sugimura e Li, 2010).

2.4.1 Wntl

Existem dezenove genes WNT no genoma de mamiferos, conforme
apresentado no Quadro 1 (Katoh, 2005). As proteinas Wnt séo glicoproteinas
modificadas por lipidios de tamanho muito semelhantes, geralmente contendo
350-400 aminoacidos, e que variam em peso molecular de 39kDa (Wnt7a) a
46kDa (Wntl0a). Pouco se sabe sobre a estrutura das proteinas Wnt, mas é
bem estabelecido que todas tém 23 ou 24 residuos de cisteina e varios sitios
de glicosilacéao, sugerindo que seu dobramento pode depender da formacao de
multiplas ligacdes intramoleculares dissulfeto. Sabe-se também que a regiao
carboxi-terminal pode determinar a especificidade de respostas para Wnt
diferentes. Como regra geral, as proteinas Wnt sdo fatores secretados de
forma paracrina. Uma vez secretada, podem associar-se a glicosaminoglicanos
na matriz extracelular, ligando-se firmemente & superficie da célula. A parte
dessas observacoes, a localizagdo exata das proteinas Wnt nos vertebrados é
pouco compreendida (Espada et al., 2009).
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Quadro 1 - Localizagdo cromossomal dos genes  WNT em humanos

Gene Localizacdo Fendtipo de fungbes knockout

WNT1 1213 Migracédo e diferenciacédo do tecido cerebral

WNT2 7931 Defeitos placentarios

WNT2b/13 1p13 Defeitos placentarios

WNT3 17921 Defeitos na gastrulagéo

WNT3a 1942.13 Defeitos no desenvolvimento cerebrocaudal e no tubo neural
WNT4 1p35 Defeitos na formacao sexual feminina e nos rins

WNT5a 3pl4-p21 Membros truncados, encurtamento do eixo antero-posterior
WNT5b 12p13.3 Membros truncados, encurtamento do eixo antero-posterior
WNT6 2935 Defeitos na diferenciacdo 6ssea

WNT7a 3p25 Defeitos na polaridade dos membros; infertilidade feminina
WNT7b 22q13.3 Defeitos na polaridade dos membros; infertilidade feminina
WNT8a/d 5931 Defeitos dorso-ventrais

WNT8b 10924 Defeitos dorso-ventrais

WNT10a 2035 Inibicdo da adipogénese

WNT10b/12 12q13.1 Inibicdo da adipogénese

WNT11 11g13.5 Migracéo das células da cristal neural

WNT14 1942 Falha no processo de diferenciacédo neuronal

WNT15 17921 Defeitos na homeostasia dos rins

WNT16 7931 Defeitos na diferenciacdo hematopoiética

As proteinas Wnt tém sido divididas em duas classes funcionais com base em
suas atividades bioldgicas. Wntl, Wnt3a e Wnt8 participam da via candnica
(Katoh, 2005; Shimura et al., 2005). Wnt4, Wnt5a e Wntl1 estdo envolvidas na
ativacdo da via ndo canodnica. A principio, apenas a via candnica teria papel
nas primeiras fases da oncogénese, estimulando a producdo de proteinas
como c-Myc e Ciclina D1, e consequentemente estimulando a proliferacéo
celular. Logo fica claro que a desregulacdo dessa via tem importante efeito
oncogénico, e de fato tem sido implicada na patogénese de diversos tumores
(Sugimura e Li, 2010; Lucero et al., 2010; Espada et al., 2009).

Considerando que via de sinalizagcdo Wnt ndo canénica regula células-tronco,
pode-se especular que também desempenhe um papel importante no cancer.
Especificamente, como essa via mantém quiescéncia de células-tronco e inibe

a via de sinalizacdo Wnt can0nica, tem sido considerada principalmente uma
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via supressora de tumores (Espada et al., 2009; Hai et al., 2010; Sugimura e Li,
2010; Lucero et al., 2010).

2.4.2 B-Catenina

As cateninas sdo uma familia de moléculas representadas pela a (102kDa), B
(88kDa) e y (82kDa) catenina. O gene codificante da B-Catenina (CTNNB1)
esta localizado no cromossomo 3, locus 3p22, em uma regido freqientemente
alterada em uma variedade de tumores. Seu produto € uma proteina
multifuncional, que consiste de dominios N-terminal, central C-terminal, com
130, 500 e de 100 aminoécidos, respectivamente (Barth et al., 1997, Nelson &
Nusse, 2004). A regido N-terminal possui sitios de fosforilacdo para a GSK-3p,
enquanto que a regido C-terminal desempenha uma funcéo transativadora de
genes que participam da proliferacdo celular. A regidao central contém 12
sequéncias repetidas de 42 aminoacidos conhecidos como “repeticbes
armadillo”, e € necesséria para a interacdo com varias proteinas, incluindo
caderinas, APC e TCF/LEF (Akiyama, 2000).

Atualmente, duas funcdes biologicas tém sido reconhecidas para a -Catenina:
adesao intercelular mediante ligacdo a E-caderina ha membrana plasmatica, e
sinalizacao intracelular para promover a ativacao transcricional de um conjunto
grande de genes como o0 ¢c-MYC, c-FUN, c-FRAN1,CCCND1, ZO-1, MMP-7 e
WISP-1 (Espada et al., 2009; Hai et al., 2010; Sugimura e Li, 2010; Lucero et
al., 2010).

Recentemente, foi descoberto que outras vias de sinalizacdo que ndo a via
candnica Wnt/B-Catenina poderiam modular a estabilizacdo e acumulo de da
B-Catenina no citoplasma e posteriormente no nucleo. Vias como a EGFR-AKT
e Sonic hedgehog sé&o bons exemplos (Cohen, 2004; Fang et al., 2007).

Fang e colaboradores, em 2007, relataram que a ativagao do receptor do fator
de crescimento epitelial induzia fosforilacéo e transativacao de B-Catenina, por
meio da ativacdo da proteina AKT, que inibe GSK-3B e, ou, fosforila

diretamente a B-Catenina.
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A proteina Sonic Hedgehog (Shh) atua como sinalizadora autécrina ou
paracrina para inducao de proliferagédo celular. Atua pelo bloqueio da interacéo
entre o receptor de membrana Patched (Ptch) e a proteina Smoothened (Smo),
dessa forma liberando essa ultima para ativar o fator de transcricdo Gli, que
sera entdo responsavel pela transcricdo de genes ligados a proliferacéo celular

como, por exemplo, Wntl (Cohen, 2004).

2.4.3 Myc

O gene C-MYC esta localizado no cromossomo 8, locus 8924, e € membro de
uma familia de genes que inclui N-MYC, L-MYC, e S-MYC. E composto de um
primeiro exon nao codificador e por dois outros exons que codificam o fator de
transcricdo Myc. C-MYC € um gene altamente regulado pelo controle de
transcricdo génica, pela estabilidade do respectivo mRNA, e ainda pela curta
meia-vida da proteina Myc. ApOs estimulo mitogénico, c-MYC é rapidamente
transcrito, alcangando niveis maximos de mRNA em duas horas. Esse mRNA
exibe meia-vida de aproximadamente 10 minutos. De forma similar, a proteina
Myc tem meia-vida de apenas 25 minutos, sendo entdo marcada para

degradacéo por fosforilagcdo (Slack e Gascoyne, 2011; Myant e Sansom, 2011).

Myc € uma fosfoproteina nuclear que atua como fator de transcri¢cao, ativando
ou reprimindo a transcricdo de varios genes. E comumente relatada como um
dos produtos finais mais importantes da via de sinalizagdo Wnt/B-Catenina.
Para tanto, formam dimeros com a proteina Max. O heterodimero Myc-Max se
liga com alta afinidade em sequéncias especificas de DNA conhecidas como E-
boxes (CACGTG), as quais sdo regides especificas para ligacdo a fatores de
transcricdo, atuando em associagdo com a proteina TRRAP para ativar a
transcricdo génica, ou ainda reprimindo a transcricdo por recrutar
metiltransferases (DNMT3A e DNMT3B) com posterior metilacdo do DNA e
silenciamento génico, especialmente do gene MIZ1 e outros a ele

funcionalmente associados (Slack e Gascoyne, 2011; Myant e Sansom, 2011).

Myc tem sido reconhecida como um fator de transcri¢cao global, pois se acredita

que regule a expressao de mais de 10% do genoma humano. Dessa forma,

23

Péginaz 3



promove crescimento celular, aumenta o metabolismo celular e mitocondrial, a
biossintese de &cidos nucléicos, ribossomos e proteinas. E também um
importante mediador do ciclo celular, ativando genes que codificam
oncoproteinas, tais como Ciclina D1, além de inibir proteinas supressoras da
proliferacéo, tais como inibidores de ciclina-quinases, influenciando portanto a
progressao da fase Go/G; para a fase S do ciclo celular. Myc também estimula
a apoptose, pois regula a funcdo da proteina proapoptotica e supressora de
tumor p53, inibe as proteinas antiapopoticas Bcl-xI e Bcl2, além de induzir a
expressao da proteina proapoptdtica BIM e estimular a liberacédo de citocromo
¢ mitocondrial. Dada a ampla gama de atividade biol6gica de Myc fica claro que
sua desregulacdo tem potencial oncogénico, conforme j& se tem demonstrado
para linfomas de células B (Adams et al.,, 1985). Varios mecanismos para
desregulacdo de MYC em canceres foram identificados, incluindo translocacéo
cromossOmica, amplificacdo génica e insergbes virais mutagénicas (Slack e

Gascoyne, 2011; Myant e Sansom, 2011).

2.5 — Papéis da via canbnica de sinalizacdo Wntna  embriogénese e reparo
das glandulas salivares

A embriogénese das estruturas orais, incluindo dentes, lingua e glandulas
salivares dependem de interacdes epitélio-mesenquimais que envolvem a
regulacdo coordenada de transducdo de sinal. A compreensdao dos
mecanismos moleculares determinantes do desenvolvimento orofacial iréa
proporcionar novos olhares sobre a etiologia de defeitos congénitos e
neoplasicos desses tecidos e orgaos (Harris e Beckendorf, 2007; Hai et al.,
2010; Patel et al., 2011; Lin et al., 2011).

A migracao celular guiada é necessaria para o desenvolvimento correto e bom
funcionamento de todos os tecidos. Harris e colaboradores, em 2007,
demonstraram que as duas distintas vias de sinalizagdo Wnt regulam a
migracdo de células de glandulas salivares em drosodfilas. No inicio da
migracdo, tais células respondem a um sinal WNT4-Frizzled para o
posicionamento adequado dentro do embrido. A interrupcdo desse sinal,
decorrente de mutagbes tanto em Wnt4 quanto em Frizzled, resulta em
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crescimento mal orientado das glandulas salivares, que se curvam
ventralmente. Ainda, a eliminacdo de componentes da candnica via Wnt/B-
Catenina, como por exemplo, Dishevelled ou Tcf resultam em defeito
semelhante. Andlise de um segundo sinal Wnt, que atua através do receptor
Derailed, indica uma importante funcdo sinalizadora do Wnt5 no final de
migracdo das glandulas salivares. WNT5 € expressa no sistema nervoso
central e age como um sinal inibitério, necesséario para manter a migracdo da
glandula salivar em curso. O receptor para WNT5, Derailed, € expresso na
parte ativa da migracdo de glandulas salivares. Em embrides mutantes para
Derailed ou Wnt5, a migracdo da glandula salivar € interrompida, assim a
extremidade da glandula migra anormalmente em direcdo ao sistema nervoso
central. Estes resultados sugerem que tanto as interacbes Wnt4-Frizzled
quanto Wnt5-Derailed sdo necessarias para a migracdo adequada das
glandulas salivares (Harris e Beckendorf, 2007; Hai et al., 2010; Patel et al.,
2011; Lin et al, 2011). Morfogénese por ramificacdo é um mecanismo
conservado que ocorre no desenvolvimento de diversos orgaos, tais como o
pulméo, glandula adrenal, glandulas mamarias e glandulas salivares, para
maximizar a area de superficie dentro de um pequeno volume de tecido. A
ramificacdo ocorre mediante repetitivos processos de fissdo e alongamento de
estruturas epiteliais esféricas, chamadas endbuds, que entdo invadem o
mesénquima circundante. Na glandula salivar, a formacdo de limen ocorre
concomitantemente a nova ramificacdo, de forma controlada, de modo que a
ramificacdo ocorre nas extremidades distais dos ramos epiteliais, enquanto a
formacdo de lumen se inicia nas extremidades proximais espalhando se
distalmente. Em 2011, Patel et al. observaram interagcdo entre a via de
sinalizacdo por FGF e as vias candnica e nao canonica de Wnt durante a
formacao dos ductos de glandula salivar (Harris e Beckendorf, 2007; Hai et al.,
2010; Patel et al., 2011; Lin et al., 2011).

Por outro lado, a via candnica de Wnt regula a funcédo de muitas populacdes de
células-tronco em tecidos adultos, mas seu papel no desenvolvimento e
regeneracao das glandulas salivares € relativamente desconhecido. Em 2010,
Hai et al. evidenciaram ativacdo dessa via em algumas células na camada
basal dos ductos intercalados de camundongos recém-nascidos, localizacao

essa coincidente com as células-tronco progenitoras das glandulas salivares.
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Essa atividade diminui com a idade dos animais (camundongos), mas €
marcadamente aumentada em ductos de glandula salivar durante a
regeneracado das mesmas. Além disso, a ativacao forcada da via candnica de
Wnt nas células epiteliais induz proliferacdo de células ductais, a expansao da
populacdo de ceélulas-tronco, e ativacdo ectopica da via de sinalizacao
Hedgehog (Harris e Beckendorf, 2007; Hai et al., 2010; Patel et al., 2011; Lin et
al., 2011).

2.6 - Sinalizacéao canbnica por Wnt em neoplasias

Estudos recentes tém mostrado que a sinalizagcdo candnica por Wnt esta
alterada em diversos tumores, refletindo as diferentes funcdes da B-Catenina,
(Daa et al., 2004; Kudo et al., 2004; Espada et al., 2009; Hai B et al., 2010;
Sugimura e Li, 2010; Lucero OM et al., 2010). Por exemplo, muitos canceres
de colon apresentam mutacdes esporadicas ou herdadas no gene supressor
de tumor APC, causando a sintese de proteina APC truncada, incapaz de se
ligar & Axina e a p-Catenina, resultando em expressao constante de c-Myc e
outros genes-alvo de B-Catenina, resultando em proliferacdo neoplasica (Daa
et al., 2004; Kudo et al., 2004; Espada et al., 2009; Hai et al., 2010; Sugimura e
Li, 2010; Lucero et al., 2010).

Véarios estudos identificaram mutacbes no préprio gene da [p-Catenina
(CTNNB1), inclusive contribuindo para a progressdo tumoral. O Quadro 2
apresenta diversas mutacdes descritas em CTNNB1 em diversos tipos de
tumores, sendo que as mesmas ocorrem sempre no exon 3 e afetam
principalmente sitios de fosforilacdo (Daa et al., 2004; Kudo et al., 2004;
Espada et al., 2009; Hai et al., 2010; Sugimura e Li, 2010; Lucero et al., 2010).

Quadro 2 - MutagBes descritas para o gene  CTNNB1*

Cédon Mutacéo Proteinas Tumor Referéncias
17 GAC—CAC Asp—His Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
20 GCG—-GTG Ala—Val Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
22 GTT—-GCT Val—Ala Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
29 TCT-TTT Ser—Fen Cancer gastrico Park et al., 1999
Cancer gastrico Park et al., 1999
32 GAC—GGC Asp—Gili
Carcinoma de ovario Gamallo et al., 1999

26

Péginaz 6



Céancer de pele
Hepatoblastoma
Carcinoma de ovario

Carcinoma hepatocelular

Chan et al., 1999
Miyoshi et al., 1998
Gamallo et al., 1999
Cui et al., 2003

GAC—TAC Asp—Tir Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
Cancer de préstata Voeller et al., 1998
Meduloblastoma Giangaspero et al., 2006
Céancer de pele Chan et al., 1999
Hepatoblastoma Miyoshi et al., 1998
GAC—AAC Asp—Asn Cancer gastrico Park et al., 1999
Meduloblastoma Giangaspero et al., 2006
GAC—TAC Asp— Val Meduloblastoma Giangaspero et al., 2006
Céancer colorretal Morin et al., 1997
TCT—-TAT Ser —Tir Meduloblastoma Ellison et al., 2005
Céancer de pele Chan et al., 1999
Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
Céancer de pele Chan et al., 1999
Cancer de préstata Voeller et al., 1998
TCT-TTT Ser—Fen
33 Carcinoma de tiregide Rostan et al, 1999
Meduloblastoma Giangaspero et al., 2006
Carcinoma de ovario Wrigth et al., 1999
TCT-TGT Ser—Cis Meduloblastoma Giangaspero et al., 2006
Carcinoma de ovario Gamallo et al., 1999
TCT-TGT Ser—Cis
Hepatoblastoma Wrigth et al., 1999
TCT—-CCT Ser—Pro Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
Hepatoblastoma Miyoshi et al., 1998
GOALGTA Glival Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
Carcinoma hepatocelular Cui et al., 2003
Carcinoma de ovario Wrigth et al., 1999
34 Cancer de colorretal Samowitz et al., 1999
GGA—-GAA Gli—>Glu Meduloblastoma Giangaspero et al., 2006
Cancer de pele Chan et al., 1999
GGA—-AGA Gli—Arg Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
35 ATC—ACC lle—The Adenoma de células basais Kawahara et al., 2011
36 CAT-TAT His—Tir Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
Carcinoma de endométrio Mirabelli et al., 1999
Meduloblastoma Zurawel et al., 1998
TCT-TGT Ser—Cis
37 Hepatoblastoma Koch et al., 1999
Carcinoma de ovario Wrigth et al., 1999
Céancer de pele Chan et al., 1999
TCT—-GCT Ser—Ala Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
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Meduloblastoma

Huang et al., 2000

TCT—-TAT Ser—Tir Meduloblastoma Ellison et al., 2005
Céancer de esbfago Roth et al., 2005
Carcinoma de ovario Gamallo et al., 1999
TCT-TTT Ser—Fen Carcinoma de tiregide Rostan et al, 1999
Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
Cancer de pele Chan et al., 1999
38 GGT—-GAT Gli—Asp Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
40 ACT—ATT Tre—lle Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
ACC—CCC Tre— Pro Adenoma de células basais Kawahara et al., 2011
ACC—AGC Tre—Ser Carcinoma de tiregide Rostan et al, 1999
ACCGEC TremAla Hepatoblastoma Koch et al., 1999
Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
Carcinoma de ovario Gamallo et al., 1999
Cancer de prostata Voeller et al., 1998
Cancer de célon retal Samowitz et al., 1999
“ ACC—GCC Tre—Ala Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
Carcinoma de célula basal Saldanha et al., 2004
Carcinoma de faringe Li Zhi et al., 2004
Carcinoma hepatocelular Cui et al., 2003
Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
ACC—ATC Tre—lle Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
Céancer de pele Chan et al., 1999
42 ACA—ATA Tre—lle Carcinoma de tiregide Rostan et al, 1999
43 GCT-GTT Ala—Val Carcinoma de tiregide Rostan et al, 1999
44 CCT-TCT Pro—Ser Carcinoma de tireGide Rostan et al, 1999
Hepatoblastoma Miyoshi et al., 1998
TCT—CCT Ser—Pro Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
45 TCToTTT SerFen Hepatoblastoma Miyoshi et al., 1998
Céancer de colon retal Samowitz et al., 1999
Carcinoma endometrial Mirabelli et al., 1999
TCT-TGT Ser—Cis Carcinoma uterino Fukuchi et al., 1998
46 CTG—GTG Leu—Val Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
AGT—AAT Ser—Asn Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
47 AGT—ACT Ser—Tre Carcinoma de faringe Li Zhi et al., 2004
49 AAA—AGA Lis—Arg Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
52 CCT-CTT Pro—Leu Carcinoma de tireGide Rostan et al, 1999
54 GAA—AAA Glu—lLis Carcinoma de tiregide Rostan et al, 1999
55 GAG—AAG Glu—Lis Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
58 GAT—AAT Asp—Asn Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999
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59 ACC—GCC Tre—Ala Céancer de esbfago Roth et al., 2005

60 TCC—>TTC Ser—Tre Carcinoma de tiredide Rostan et al, 1999

2.7 — Sinalizagéo canonica por Wnt em tumores de gl andulas salivares

Esta secdo apresenta o0 pouco que se conhece sobre a atuagdo da via
candnica por Wnt na patogénese dos tumores de glandulas salivares. De forma
geral, tais informacdes sao restritas ao estudo de B-Catenina, e mostram que o
acumulo nuclear dessa molécula € um evento incomum, exceto em adenomas

de células basais.

Zhang (2000) investigou por analise imunoistoquimica a expressdo do
complexo e-Caderina-Catenina em carcinomas adendides cisticos e em
glandula salivar normal. Essas ultimas mostraram expresséao forte e estavel do
complexo e-Caderina-Catenina. Ja nos carcinomas adendides cisticos essa
expressao foi mais fraca ou até mesmo ausente. Shieh, em 2003, novamente
por analise imunoistoquimica, avaliou as expressfes de e, n, e p-Caderinas e
de a- B- e y-Cateninas no carcinoma mucoepidermoide, observando forte
expressdo dessas seis moléculas no epitélio ductal normal, todavia com
aumento da expressdo de e-Caderina e diminuicdo da expressdo de pB-
Catenina no tecido neoplasico. Além disso, a imunomarcagdo de B-Catenina
mostrou associacao significante com grau histoldgico, estadio clinico das
lesGes e sobrevida dos pacientes. Daa et al. (2004) demonstraram um caso
com mutacdo em CTNNB1 dentre vinte carcinomas adendides cisticos, bem
como cinco desses casos, incluindo aquele com mutacdo em CTNNB1, com

mutacdes em AXIN1, e ainda dois casos com mutacdes em APC.

Daa et al. (2005) observaram marcacdo imunoistoquimica de p-Catenina e de
e-Caderina, em padrdo membranar inconstante, em 23 casos de carcinoma
adendide cistico de glandulas salivares. Somente trés desses casos
apresentaram marcacdo nuclear de B-Catenina (um deles apresentando
também mutacdo em CTNNB1), com outros onze exibindo marcagdo nuclear
para Ciclina D1, nenhum dos quais associados a marcacdo nuclear de [3-

Catenina.
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Furuse et al. (2006) observaram aumento da marcacdo imunoistoquimica
nuclear da B-Catenina nas células mioepiteliais de carcinomas epiteliais-
mioepiteliais. Adenomas pleomorficos, carcinomas adendides cisticos e
adenocarcinomas polimorfos de baixo grau, nao apresentaram tal
caracteristica. Zhou e Gao (2006) verificaram acumulo citoplasmatico e nuclear
de B-Catenina, associado a diminuicAo da expressdo dessa proteina na
membrana celular, na maioria de casos de carcinomas adendides cisticos

metastaticos.

Do Prado et al. (2006) observaram marcacao imunoistoquimica constante em
padrdo membranar e citoplasmatico de B-Catenina em glandulas salivares
normais, adenomas pleomaorficos e em carcinomas ex-adenomas pleomorfico.
Shiratsuchi et al. (2007) observaram marcacdo imunoistoquimica em padrdo
nuclear / citoplasmatico de B-Catenina em seis de 44 casos de carcinomas
mucoepidermoides, cinco dos quais eram de alto grau de malignidade, quatro
dos quais apresentavam também mutacdes pontuais em CTNNB1. O acumulo
nuclear de B-Catenina foi significativamente associado com progndstico
adverso (p=0,011). Duas alteracdes no gene APC foram ainda detectadas em
dois casos de baixo grau, os quais ndo apresentavam acumulo nuclear de B-

Catenina.

Genelhu et al. (2007), observaram rara marcacao imunoistoquimica nuclear de
B-Catenina em carcinomas ex-adenomas pleomdérficos e em um caso dentre

dez adenomas pleomorficos.

Queimado et al. (2008) observaram expressao de Wifl em glandulas salivares
normais, com significativa reducdo em linhagens celulares de adenomas
pleomdrficos, carcinomas ex-adenomas pleomoérficos, carcinomas adendides
cisticos, carcinoma mucoepidermdéide e carcinoma epitelial-mioepitelial. Ao
contrario, ndo foi detectada expressédo de Wntl no tecido normal, mas essa foi
encontrada em todas as linhagens de células tumorais. Incremento de
expressao de B-Catenina foi identificado nas células tumorais, havendo ainda
correlacdo positiva entre a expressao de B-Catenina e PLAGL. Esse foi o

primeiro estudo mostrando inibicdo de um antagonista da via canfnica de Wnt
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— Wifl —, bem como aumento da expressdo de um agonista — Wntl —, em

células tumorais de glandula salivar.

Chandrashekar et al. (2009) observaram marcacdo 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 diferenciacdo, comportamento

invasivo, e potencial agressivo.

Ferrazzo et al. (2009) observaram marcacdo nuclear de Galectina-3 em
carcinomas adendides cisticos, e citoplasmatica em adenocarcinomas
polimorfos de baixo grau de malignidade. Ambos os tumores mostraram
marcacao citoplasmatica ou nuclear intensa para B-Catenina na maioria dos
casos. Imunorreatividade para ciclina D1 foi raramente detectada nos
adenocarcinomas polimorfos de baixo grau, mas comum nos carcinomas

adenoides cisticos.

2.8 —Sinalizacdo canbnica por Wnt na patogénese do  adenoma de células

basais e do adenocarcinoma de células basais de gla  ndulas salivares

do Prado et al. (2007), descreveram pela primeira vez a localizagéo nuclear de
B-Catenina em adenomas de células basais, relacionando tal achado com uma
possivel explicagdo para o surgimento dessa doenca. Alguns anos se
passaram até que Kawahara et al. (2011), descrevessem o mesmo achado em
21 casos dentre 22 adenomas de células basais. Adicionalmente, relataram
gue onze casos (52%) apresentavam mutacdes no gene CTNNBL1, localizadas
nos coédons 135T e T41P. Esses mesmo autores propuseram que a alta
expressdo nuclear de B-Catenina (acima de 30%) era encontrada apenas em
adenomas de células basais, sendo assim uma importante ferramenta de
diagnoéstico diferencial. Ndo s&o conhecidas informacdes a respeito da
expressdo de outras moléculas da via Wnt/ B-Catenina em adenomas e

adenocarcinomas de células basais
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3 - Proposicao e hipoteses

Este estudo buscou melhorar o entendimento da patologia molecular do

adenoma de células basais e do adenocarcinoma de células basais de

glandulas salivares, com interesse especifico na via de sinalizagdo Wnt,

mediante a avaliacdo da expressao das proteinas B-Catenina, Wntl e c-Myc

por técnica imunoistoquimica.

Para tanto, foram testadas as seguintes hipoteses:

Vi.

B-Catenina € expressa em padréo nuclear na maioria dos adenomas de
células basais.

Essa expressdo, quando em tumores com diferenciacao tubular, ocorre
predominantemente nas células abluminais.

A expressao nuclear de B-Catenina é associada a expressao de Wntl.

A expressao nuclear de B-Catenina é associada a expressao de c-Myc.
A expressdo nuclear de B-Catenina varia conforme caracteristicas
clinicas e patologicas do adenoma de células basais.

Existe diferenca no padrdo de expressdao de [(-Catenina entre o

adenoma de células basais e o adenocarcinoma de células basais.
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4 - Metodologia

4. 1 Casuistica, amostras e informacdes de interess e

Este estudo abordou uma casuistica retrospectiva, composta por pacientes
atendidos entre os anos de 1997 e 2006 no Instituto Nacional de Cancer
(INCA).

pY

Quanto a selecdo dos casos de interesse, foram incluidos todos aqueles
diagnosticados por exame anatomopatolégico como adenomas de células
basais ou adenocarcinomas de células basais, conforme os critérios mais
recentes da Organizacdo Mundial da Saude (Araujo, 2005; Ellis, 2005). Em
seguida, foram excluidos aqueles que ndo apresentavam material biolégico
arquivado em quantidade suficiente para as reag¢fes imunoistoquimicas,
finalizando-se com uma casuistica de 28 adenomas de células basais, sendo
dois desses casos que se apresentaram como recidivas, e de quatro

adenocarcinomas de células basais.

Para caracterizacdo sociodemogréafica e clinicopatolégica da amostra, bem
como para analise posterior, dados pertinentes foram levantados a partir de
registros de prontuarios meédicos. Foram coletados dados referentes a idade e
sexo dos pacientes, bem como localizacdo do tumor primario, sua dimensao,
tempo de sintomas, existéncia de metastases, histéria pregressa de multiplos
tumores de pele, regionais ou distantes, tratamento e tempo de

acompanhamento.

4.2 Imunoistoquimica

Para cada um dos casos selecionados, foram recuperados os blocos de
parafina contendo amostras teciduais provenientes da exérese das respectivas
lesGes, as quais haviam sido previamente fixadas em formalina a 10%. Nas

situacbes em que houvesse disponivel mais de um bloco para cada caso,
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selecionou-se aguele que apresentasse a maior quantidade de neoplasia. De
cada bloco assim selecionado, foram entdo confeccionados cortes histolégicos
de 3um de espessura, 0s quais foram colocados em laminas de vidro

previamente tratadas com 3-aminopropiltrietoxisilano.

Em seguida, cada caso foi submetido a ensaios imunoistoquimicos para
deteccao individual dos antigenos Wntl, B-Catenina e c-Myc, utilizando-se para
tal os anticorpos policlonais descritos no Quadro 3, conforme padronizagao
laboratorial prévia.

Quadro 3 — Caracteristicas dos anticorpos policlonais empregados nos ensaios
imunoistoquimicas do presente estudo (todos fabricados por Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA).

o _ Fonte do
Especificidade Cadigo . Titulo
anticorpo
wWntl SC-6280 Ovelha 1:500
B-Catenina SC-7199 Coelho 1:500
c-Myc SC-788 Coelho 1:100

Para tanto, os cortes teciduais foram inicialmente desparafinados em xilol e

hidratados em etanol acrescido de quantidades crescentes de agua.

Em seguida, procedeu-se com recuperacdo antigénica com solucdo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, 1mM) tamponado com hidréxido de sodio (pH
8,0), durante submetidos trés ciclos de cinco minutos cada, em forno de
microondas a poténcia maxima. ApoOs resfriamento e lavagem em agua
destilada, foi feito o bloqueio de atividade enddgena de peroxidase com
peroxido de hidrogénio a 10V, durante dois banhos de 15 minutos cada,
seguindo-se por lavagem em agua destilada.

Na etapa seguinte, os cortes foram submetidos a trés banhos de cinco minutos
cada em solucdo-tampéao TRIS-HCI (pH 7,4), e em seguida incubados com o
anticorpo primario diluido em TRIS-HCI no titulo anteriormente especificado,

por 18 horas a 4°C. ApdGs lavagem em TRIS-HCI, procedeu-se a amplificacédo
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da reacdo com sistema de estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB+, Dako,
Carpinteria, CA, EUA), consistindo em incubacao por 30 minutos a temperatura
ambiente em solucdo com anticorpo secundario biotinilado, lavagem em
solucdo de TRIS-HCI, e incubacdo novamente por 30 minutos a temperatura

ambiente em solucéo de estreptavidina conjugada a peroxidase.

Finalmente, apos nova lavagem em TRIS-HCI, a reacdo foi revelada com a
imersao dos cortes histolégicos em solucdo aquosa de 3.3 tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina e peroxido de hidrogénio, por trés minutos, com precipitacao
resultante do pigmento oxidado, seguindo-se por contracoloracdo com

hematoxilina de Harris.

Cortes histoldgicos de carcinoma ductal invasivo de mama com reatividade
reconhecida para Wntl, B-Catenina e c-Myc foram utilizados como controle
positivo, e a omissao dos anticorpos primarios foi empregada como controle

negativo para cada ensaio.

4.3 - Andlise da imunomarcacao

Cada lamina submetida a ensaio imunoistoquimico foi inicialmente avaliada de
forma qualitativa quanto a presenca ou ndo de marcacdo, quanto a sua
compartimentalizacdo predominante (membranar, citoplasmatica e, ou,
nuclear), quanto a distribuicho da marcacdo nos diferentes tipos celulares
(basaloide, luminal ou abluminal quando formacgdes tubulares estivessem
presentes), e quanto a distribuicdo da marcacdo nos diferentes padrdes
arquiteturais existentes em cada amostra. Em seguida, a partir do método de
analise descrito por Kawahara et al. 2011 (modificado) foram estimadas a
intensidade predominante de marcacao (discreta, moderada ou intensa), a
guantidade de células positivas para cada amostra (as quais foram
classificadas considerando-se os limites de 30%, 50% e 75%) e entédo, dentre
as células positivas, a proporcdo isolada de células com marcacao nuclear
(considerando-se 0os mesmos limites descritos para o parametro anterior).

Outro método de avaliagédo foi também utilizado, designado como Quickscore,
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e foi definido como o resultado da multiplicacdo do parametro intensidade pelo

parametro proporcao de células positivas (DETRE et al., 1995).

Tabela 1

— Varidveis observadas para a avaliagdo da coloracao

imunoistoquimica de Wntl, B-Catenina e c-Myc em adenoma de células basais

e adenocarcinoma de células basais das glandulas salivares.

Classes
Variaveis
0 1 2 3 4
Proporgéo de células i i N 3 . )
. N Até 30% de células 30 & 50% de células 50 & 75% de Mais de 75% de
neoplasicas positivas B B ) . ) N
positivas positivas células positivas células positivas
(PPC)
Intensidade da coloracdo
Fraca Moderada Forte -
(S) Amostras
totalmente
Compartimento celular negativas Positividade Positividade nuclear Positividade
predominante (CC) citoplasmatica e citoplasmatica nuclear
Proporcéo de células com Até 30% de células 30 a 50% de células 50 a 75% de Mais de 75% de
positividade nuclear (PN)* positivas positivas células positivas células positivas
Quickscore (QI) PPC X IS

* Feito apenas para -Catenina.

4.4 Avaliacao estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizados utilizando-se o software
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para todas
as analises propostas, a hipotese de nulidade foi rejeitada quando os valores

de p foram menores que 0,05.
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Estatistica descritiva foi empregada para caracterizar a amostra nas diferentes
variaveis estudadas, considerando média, desvio padrdo e frequéncias
relativas dadas em percentuais. Todas as analises foram precedidas da
realizacdo do teste de normalidade de D’Agostino e Pearson, conforme
orientacdo do software estatistico mencionado. As variaveis quantitativas
(idade, tempo de queixa, tamanho dos tumores, escores de marcacgéo) foram
analisadas utilizando o teste t de Student para dados paramétricos e o Mann-
Whitney para dados ndo parameétricos, quando da comparacdo entre dois
grupos independentes. Correlacdo entre variaveis foram avaliadas segundo a
normalidade dos dados, considerando os testes de Spearman e de Pearson.
Variaveis categoricas foram comparadas pelo teste Exato de Fisher ou do Qui-

quadrado, sempre considerando a opc¢ao dada pelo software de analise.
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5 - Resultados

Imagens representativas da expressdo de Wntl, B-Catenina e c-Myc em
adenoma de células basais e em adenocarcinoma de células basais séo
apresentadas nas Figuras 1 e 2.

As glandulas salivares normais adjacentes aos tumores expressaram -
Catenina em padrdo membranaceo e citoplasmatico nas células ductais em

todos os casos. Estas mesmas células foram negativas para Wntl e c-Myc.

Para os adenomas de células basais com diferenciacéo tubular, observou-se
marcacdo nuclear de B-Catenina restrita a camada abluminal, com células
luminais permanecendo negativas. Para Wntl e c-Myc, as células neoplasicas
positivas se distribuiam aleatoriamente, independentemente da diferenciacéo
celular. Nos adenoma de células basais que apresentavam padrdo histolégico
sélido e trabecular, padrdo em mosaico de marcacao foi frequentemente

observado para todos os anticorpos.

Nos adenocarcinoma de células basais este mesmo padrdo aleatorio foi
evidenciado em todos 0s casos.

Os dados provenientes da analise semiquantitativa dos casos de adenoma de
células basais estado individualmente apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dados clinico-patolégicos e resultadas da analise semi-quantitativa

nos adenomas de células basais.

Caracteristicas clinico-patolégicas Wntl B-Catenin c-Myc
Caso ) Degeneragéo
Idade Sexo Subtipo Cistica PPC IS CC QI PPC IS CC N QI PPC IS CC
1 66 M Solido N&o 0 0 0 0 3 2 3 3 6 0 0 0
2* 86 F Solido Né&o 3 3 1 9 4 1 1 1 4 4 3 1
3 63 F Sélido Né&o 1 1 1 1 3 3 2 2 9 1 1 1
4 79 F Sélido Né&o 1 1 1 1 4 3 3 3 12 1 1 1
5 86 F Tubular Né&o 0 0 0 0 3 3 2 2 9 0 0 0
6 84 M Trabecular N&o 0 0 0 0 4 3 1 1 12 3 1 1
7 42 F Trabecular Sim 0 0 0 0 2 1 3 2 2 0 0 0
8 78 M Tubular Né&o 0 0 0 0 3 2 1 1 6 0 0 0
9 47 F Trabecular Né&o 0 0 0 0 4 3 1 2 12 2 1 1
10 48 F Sélido Né&o 0 0 0 0 2 1 3 2 2 0 0 0
11 54 F Trabecular Né&o 0 0 0 0 3 2 3 3 6 2 1 1
12 67 F Trabecular N&o 0 0 0 0 4 3 3 3 12 3 1 1
13 53 F Trabecular N&o 0 0 0 0 4 3 3 3 12 4 2 1
14 79 M Trabecular Sim 0 0 0 0 1 1 3 1 1 1 1 1
15 60 M Sélido Néo 0 0 0 0 3 3 1 3 9 4 2 1
16 67 F Trabecular Né&o 0 0 0 0 3 3 2 3 9 1 1 1
17 73 M Sélido Sim 0 0 0 0 3 2 3 3 6 0 0 0
18 44 M Trabecular N&o 1 1 1 1 2 2 2 2 4 0 0 0
19 53 F Trabecular N&o 1 1 1 1 1 1 1 0o 1 4 2 1
20 83 F Trabecular N&o 2 1 1 2 1 1 1 1 1 0 0 0
21 68 M Sélido Né&o 1 1 1 1 4 3 2 3 12 4 1 1
22* 67 F Sélido Né&o 3 1 1 3 3 2 1 1 6 4 2 1
23 42 F Sélido Né&o 1 1 1 1 2 2 2 2 4 3 1 1
24 73 F Solido N&o 1 1 1 1 4 3 2 2 12 1 1 1
25 84 F Tubular N&o 1 1 1 1 3 2 1 1 6 1 2 1
26 79 M Solido Né&o 1 1 1 1 3 2 2 3 6 1 1 1
27 48 F Sélido Né&o 3 1 1 3 3 3 3 3 9 3 1 1
28 48 F Sélido Né&o 1 1 1 1 3 3 3 3 9 1 1 1

F — Feminino. M — Masculino. PPC — Proporcdo de células positivas IS — Intensidade da
coloracdo. CC — Compartimento celular. QI — Quick-score index.

* Casos recorrentes.
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Nos adenoma de células basais, observou-se positividade para Wntl em
metade dos casos, na forma de marcacao citoplasmatica de fraca intensidade e
quase sempre em reduzida proporcdo das ceélulas tumorais. Positividade
nuclear de B-Catenina estava presente em todos os tumores, exceto em um
caso que mostrou marcacdo apenas citoplasmatica, e esse padréo nuclear foi
prevalente em 67,9% dos casos. Positividade para Wntl ndo se mostrou
associada a expressao nuclear de 3-Catenina (p = 0,70, teste exato de Fisher),
nem a proporgdo de células que expressavam B-Catenina (p= 1,0, teste exato
de Fisher). Positividade para c-Myc foi encontrada em 71,4% dos casos, em
padrdo apenas citoplasmatico, geralmente de fraca intensidade, e em
proporcao variada de células neoplésicas. Mais uma vez, a positividade para c-
Myc ndo se mostrou associada com a expressao nuclear de B-Catenina (p =
1,0, teste exato de Fisher), nem com a proporcéo de células que expressam [3-
Catenina (p = 1,0, teste exato de Fisher). Da mesma maneira, 0 Quickscore
para B-Catenina ndo se correlacionou com os de Wntl ou c-Myc (p = 0,42 ou p
= 0,15, respectivamente, teste de correlacdo de Spearman). Segregacdo dos
casos de acordo com a expressao B-Catenina (nuclear ou ndo) nao se
associou com o sexo (p = 1,0, teste exato de Fisher), idade (p = 0,14, teste de
Mann-Whitney), subtipo histologico (p =0,42, teste exato de Fisher), ou
presenca degeneracao cistica (p = 0,53, teste exato de Fisher). Os dois casos
de adenoma de células basais recorrentes apresentaram alto indice de
Quickscore para Wntl e c-Myc, embora ndo tenha sido possivel avaliar
estatisticamente esse resultado devido ao ndmero restrito de casos. Nos casos
de adenocarcinoma de células basais, expressdo nuclear de B-Catenina foi
evidenciada apenas no citoplasma. Wntl e c-Myc foram fracamente expressas
no citoplasmadas células neoplasicas em trés dos quatro casos. Dados dos
casos sao apresentados individualmente na Tabela 2.
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Tabela 3 — Dados clinico-patolégicos e resultadas da analise semi-quantitativa

nos adenocarcinomas de células basais.

Caracteristicas

N . Wntl B-Catenin c-Myc
Caso Clinicopatoldgicas
Idade Sexo PPC IS cc Ql PPC IS cc Ql PPC IS cc Ql
1 66 M 0 0 0 0 4 2 1 8 0 0 0 0
2 86 F 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1
3 63 F 1 1 1 1 3 3 1 9 4 1 1 4
4 79 F 1 1 1 1 4 3 1 12 4 2 1 8
F — Feminino. M — Masculino. PPC — Propocdo de células positivas IS — Intensidade da
coloracdo. CC — Compartimento celular. QI — Quick-score index.
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Figura 1: A: Expressao difusa citoplasmatica de Wntl em adenoma de células
basais (400 X); B: Expressdo nuclear de B-Catenina em células basal6ides
abluminais (mioepiteliais) em adenoma de células basais (400 X); C: Expressao
citoplasmatica difusa de c-Myc em adenoma de células basais (400 X). Técnica

imunoistoquimica por estreptavidina-biotina-peroxidase.
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Figura 2: A) Expresséao difusa citoplasmatica de Wntl em um pequeno ndmero
de células de adenocarcinoma de células basais (400 X); B: Expresséao difusa
citoplasmatica de B-Catenina em adenocarcinoma de células basais (400 X); C:
Expressdo citoplasmatica fraca de c-Myc em adenocarcinoma de células
basais (400 X). Técnica imunoistoquimica por estreptavidina-biotina-

peroxidase.
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6 - Discussao

Este estudo foi proposto em face das descri¢ces anteriores de que a expressao
nuclear da p-Catenina € frequente encontrada em adenoma de células basais
(Kawahara et al., 2011). Foi evidenciado que 96,4% dos casos de adenoma de
células basais demonstram alguma positividade nuclear de B-catenina, embora
essa tenha sido a marcacao predominante em apenas 67,9% deles. Em células
normais, B-Catenina é destruida pela fosforilacdo dos residuos de N-terminal
Ser33, Thr4l e Ser4d5 em um complexo de destruicdo multimolecular
citoplasmatica (proteossoma). No entanto, em pelo menos em cinco situacoes,
a B-Catenina pode se manter estavel, na sua forma hipofosforilada sendo
assim possivel seu acumulo e translocacéo nuclear: 1) ativacdo da via Wnt/ B-
Catenina ("candnica"), quando existe interacdo de ligantes como Wntl a
receptores e co-receptores de membrana levando a destruicdo do complexo de
degradacéo da B-Catenina; 2) mutacdes inativadoras da proteina Wif, as quais
levariam a maior disponibilidade de Wnt, dessa forma uma maior ativacdo de
toda a via; 3) mutacdes dos residuos N-terminal no gene CTNNB1; 4)
mutacdes inativadoras em genes relacionados a destruicdo B-Catenina (como
APC) (Mosimann, Hausmann e Basler, 2009); e 5). Ativacao da proteina AKT
pode estabilizar a B-Catenina através da inibicdo da proteina GSK-3B ou
diretamente a fosforilando, 6) Cross talk com a via de sinalizagdo do EGFR.
Embora tais possiveis associacfes devam ainda ser avaliadas nos ACB e
ACCB.

Mutacbes pontuais no gene CTNNB1 tém sido relatadas em adenoma de
células basais, em apenas metade dos casos que apresentam positividade
nuclear de p-Catenina (Kawahara et al, 2011) e ainda ndo esta
suficientemente claro se a mais frequente dessas mutacdes (translocacao no
residuo 135) levaria a estabilizacdo da B-Catenina, por impedir seu
reconhecimento e degradacdo ou mesmo leva a uma perda ou ganho de

fungéo.

Ha evidéncias experimentais de que aumento de Wntl estd associado a
tumores de glandulas salivares (Polakis, 2007; Tsukamoto et al., 1988;
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Queimado et al.,, 1999; Daa et al., 2004; Queimado et al., 2007), mas a
expressdo de Wntl ainda ndo havia sido investigada em adenoma de células
basais. Neste sentido, consideramos se a expressdao de Wntl estaria
relacionada a localizacdo nuclear de B-Catenina nessas lesGes, mas o0s
resultados atuais ndo apoiam a participagdo da via Wnt “canbnica” na
patogénese deste tumor. Outras investigacbes devem ser realizadas para
averiguar a presenca de outras moléculas dessa via de sinalizacdo Wnt no
adenoma de células basais, como por exemplo: Wnt3, Wnt8, Frizzled, APC,
GSK-3pB, axinal e ciclina D1.

Como visto anteriormente o acumulo de B-Catenina no ndcleo pode ser
forcados por caminhos diferentes; todavia os efeitos desta alteracdo também
sdo variados. Quando translocado para o nucleo, a p-Catenina coativa fatores
de transcricdo como o TCF/LEF que transcreve genes envolvidos em diversos
processos celulares, como apoptose, progressao do ciclo celular, crescimento

celular e replicagdo do DNA.

O gene CCND1 codifica a proteina ciclina D1, e € um dos genes induzidos pela
ativacdo da da via Wnt/ B-Catenina, embora existam evidéncias de que a
expressao da Ciclina D1 seja independente do acumulo nuclear de B-Catenina
em tumores de glandulas salivares (Daa et al., 2004). c-Myc € outro gene
controlado pela B-Catenina. A proteina c-Myc é um fator de transcricdo que
regula a expressao de até 15% dos genes humanos, e para ser relevante na
patogénese de varios tipos de cancer, por exemplo: cancer colorretal, pulméo e
pancreas, onde superexpressdao de c-Myc pode ser conduzido pela
amplificacdo da via de sinalizacdo Wnt / B-Catenina (Myant e Sansom, 2011).
Assim, questionamos se 0 acumulo nuclear de B-Catenina nos adenoma de
células basais poderia estar associado com maior expressao de c-Myc, mas

nossos resultados ndo dao suporte a essa hipotese.

Dois outros achados também merecem alguns comentarios: 1) Nos casos de
adenoma de células basais com diferenciacéo tubular, apenas as células com
fendtipo mioepitelial apresentaram marcacdo nuclear de p-Catenina, apoiando
a associacao deste fenoétipo com patogénese dessa doenga como proposto por
Kawahara et al. (2011); e 2) Curiosamente, um alto QI para Wntl e c-Myc foi
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observados nos dois casos recorrentes de adenoma de células basais, embora
exista uma evidéncia de participacdo destas moléculas na evolugdo e no
comportamento do adenoma de células basais, qualquer conclusédo a respeito

e restringida por limitacdes analiticas.

A imunomarcacdo de Wntl, B-Catenina e c-Myc neste trabalho nao se
correlacionaram com nenhuma das variaveis clinico-patolégicas estudadas,
fato este também observado por Kawahara et al., (2011). A principio, as causas
do adenoma de células basais aparentam nao estar associadas a estes fatores.

Finalmente, nenhum dos casos de adenocarcinoma de células basais
apresentou expressao nuclear significativa de B-Catenina. Estudo prévio por
Kawahara et al. (2011) observaram expressao baixa de B-Catenina nuclear em
um dos trés casos destes tumores analisados. Estes resultados sugerem que
essa marcacao ndo é tdo comum nos adenocarcinoma de células basais como
no adenoma de células basais, desta forma mais estudos devem ser realizados
para evidenciar se tal dado pode ser utilizado como ferramenta de diagnostico
diferencial entre essas lesfes, facilitando seu diagnéstico principalmente em
biopsias pequenas onde a invasao dos tecidos periglandulares n&o pode ser
observada nos casos de adenocarcinoma de células basais.

Finalmente, é necessario lembrar que o estudo da expressdo molecular
imunoistoquimica esta condicionado com processamento do material,
padronizacdo laboratorial e critérios de analise, devendo tais dados aqui

apresentados serem avaliados com parcimonia.

46

Pégina4‘ 6



7 - Concluséao

Em concluséo, este € o primeiro estudo a examinar possivel associacao de
Whntla, B-Catenina e c-Myc em adenoma de células basais e adenocarcinoma
de células basais de glandulas salivares. Nossos dados corroboram o
frequente acumulo nuclear de B-Catenina nos adenoma de células basais, mas
as causas e implicacbes deste achado permanecem incertas, ja que 0s
resultados atuais ndo comprovam a inducdo deste fenétipo através de Wnt1,
nem a ativacdo da proteina c-Myc de forma consequente neste tumor. A
expressao nuclear de B-Catenina nao variou conforme caracteristicas clinicas e

patolégicas do adenoma de células basais

Outras vias podem levar a estabilizacdo da B-Catenina e devem ser exploradas
para fornecer uma melhor compreenséo da patogénese do adenoma de células
basais. De qualquer forma, € plausivel para investigar a associacdo da via
Wnt/B-Catenina com a diferenciacdo mioepitelial e recorréncias neste tumor. A
diferenca no acumulo nuclear de  Catenina entre adenoma de células basais e
adenocarcinoma de células basais parece ser uma importante ferramenta (til
para diferenciar essas condi¢bes, porem mais pesquisas adicionais sao
necessarias para confirmar esta possibilidade.
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