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RESUMO

O adenoma de células basais (ACB) é uma neoplasia glandular benigna rara
que acomete principalmente a glandula salivar parétida. As causas e
mecanismos envolvidos na sua patogénese sdo pouco compreendidos.
Pesquisas tém mostrado acumulo nuclear de (3-Catenina em ACB, tal proteina
é fortemente relacionada a via de sinalizagdo Wnt. Porém, estudos recentes
mostraram auséncia de ativadores dessa via em ACB, sugerindo que 0
acumulo nuclear de B-Catenina ndo esteja relacionado com a presenca da via
Wnt. Sabe-se que existe uma relagao entre a via de sinalizagdo HH e a via Wnt
e ja foi demonstrado que sinalizacao excessiva da via HH pode levar ao cancer
e a metastases, porém a deteccdo imunoistoquimica de proteinas dessa via em
ACB ainda nao foi objeto de estudo. Por isso, o objetivo desse estudo foi
investigar se a ativacdo da via HH pudesse se relacionar com o acumulo
nuclear da B-Catenina em ACB, para melhor compreender a patogénese da
lesdo. Estudou-se a imunolocalizacdo de duas proteinas envolvidas na via HH,
a saber, Shh, principal ligante ativador da via, e Gli-1, proteina de transducéo
do sinal ativado, e ainda a Fgf-2, importante inibidor da proliferagao celular
induzida por Shh em precursores neuronais e células tumorais, porém, em pele
normal apresentou-se como um indutor de Shh e -Catenina. Foram analisados
21 casos de ACB, através de imunoistoquimica pela técnica de estreptavidina-
biotina-peroxidase. Cada reacdo foi analisada qualitativamente e
quantitativamente pelo indice de Quickscore (QI). Foi encontrado reatividade
em 71,4% dos casos para Shh e em 52,4% para Gli-1, com predominancia de
marcacdo citoplasmética fraca. Enquanto que para Fgf-2 observou-se
marcacao citoplasmatica e nuclear variada em 100% dos casos. A marcacao
foi semelhante tanto para células luminais e abluminais para todos os
antigenos estudados. As médias de QI para Shh, Gli-1 e Fgf-2 foram de 1,7 (+
29), 16 (= 2,8) e 85 (£ 5,5), respectivamente. Houve correlagdo positiva
apenas entre Shh e Fgf-2, sugerindo a existéncia de um mecanismo de
retroalimentacdo positiva, desta exercendo um efeito inibitério sobre aquela,
apresentando uma acdo semelhante ao encontrado em precursores neuronais

e células tumorais. Tais resultados ndo confirmam a ativacdo da via HH e nédo



se relaciona com o acumulo nuclear da B-Catenina em ACB, podem sugerir
que no ACB a Fgf-2 tenha agdo de indutor tumoral e ainda representar a

explicacdo do achado tipico da B-Catenina no ACB.

Palavras-chave: Adenoma de células basais; Via de sinalizagdo HH; Fgf-2.



ABSTRACT

The basal cell adenoma (BCA) is a rare benign tumor of the salivary glands that
primarily affects the parotid salivary gland. The causes and mechanisms
involved in its pathogenesis are poorly understood. Researches have shown
nuclear accumulation of B-Catenin in BCA. B-Catenin is related to the Wnt
signaling pathway, but recent studies were not able to show activation of this
pathway in BCA, suggesting that the its nuclear accumulation is not related to
the presence of the Wnt pathway. The Hedgeghog (HH) signaling pathway has
many interfaces with Wnt pathway, including ability to translocate (-Catenin to
the nucleus and therefore activate cellular proliferation and it is known that
excessive HH signaling pathway can lead to cancer and metastasis, but
immunohistochemistry detection of proteins in this pathway was not yet studied
in BCA. The aim of this study was to investigate the presence of proteins
related to HH pathway in BCA, to improve the knowledge, the pathogenesis
about this lesion and if it could relate to the nuclear accumulation of 3-catenin.
In 21 cases of BCA, by immunohistochemistry using streptavidin-biotin-
peroxidase technique, we studied the proteins Shh, the main activator of the HH
pathway, Gli-1, which is related to HH signal transduction, and also Fgf-2, an
important inhibitor of cell proliferation induced by Shh in neuronal precursors
and tumor cells, but in normal skin Fgf-2 showed an inductor role of Shh and -
catenin. Each reaction was analyzed qualitatively and quantitatively by
QuickScore Index (QIl). We found weak cytoplasmic reactivity in 71.4% of the
cases to Shh, and 52.4% to Gli-1. Fgf-2 was observed varied cytoplasmic and
nuclear staining in 100% of the cases. For all antigens, staining was similar in
both luminal and abluminal cells. The average QI were 1.7, 1.6 and 8.5 to Shh,
Gli-1 and Fgf-2, respectively. There was a positive correlation only between Shh
and Fgf-2. Suggesting the existence of a positive feedback in which Fgf-2 has
an inhibitory effect over Shh, showing a similar action to that found in neuronal
precursors and tumor cells. These results do not confirm activation of the HH

pathway in BCA, and is not related with the nuclear accumulation of 3-catenin.



But suggest that Fgf-2 has a tumor inducing action and also could represent the

explanation of typical 3-catenin found in this lesion.

Key words: Basal cell adenoma; HH signaling pathway; Fgf-2.



1. INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

Os tumores de glandulas salivares (TGS) representam 3% a 5% dos
tumores de cabeca e pescoco, e sdo em sua grande maioria (60% a 80%)
benignos (Setti et al., 2014).

Sé&o reconhecidos mais de 30 tipos diferentes de TGS. Embora
esses tumores possam mostrar uma variedade impressionante de diversidade
morfologica, é reconhecida a sobreposicdo de aspectos morfolégicos que pode
dificultar sobremaneira o diagnostico (Eveson et al., 2005; Ellis & Auclair,
2008). Essa caracteristica encoraja a procura por caracteristicas clinicas,
histoldgicas ou moleculares Uteis ao diagndstico diferencial.

Nesse sentido, a pesquisa por marcadores imunoistoquimicos que
possam facilitar a distincdo e o diagndéstico diferencial entre os TGS vem sendo
abordada em estudos recentes. Em especial, a localizacdo nuclear de (-
Catenina parece ser uma caracteristica peculiar do adenoma de células basais
(ACB) de glandula salivar, o que foi observado em um estudo comparativo em
gue a localizacdo nuclear de B-Catenina ocorreu em 95,4% dos casos de ACB
engquanto que em 98% de outros TGS estudados ndo houve expressao nuclear
dessa proteina (Do Prado et al., 2006; Do Prado et al., 2007; Kawahara et al.,
2011).

Em analises envolvendo a presenca da 3-Catenina em ACB, a sua
marcacao nuclear manteve-se acima de 88% dos casos com intensidade forte
e predominante em células abluminais, como pode ser observado na figura 1
(Kawahara et al., 2011; Servato, 2011; Crispim, 2014).

A via de sinalizacdo Wnt é reconhecida como uma das principais
responsaveis pela determinacao da funcdo de B-Catenina (Lin et al., 2011; Rao
& Kuhl, 2010; Wend et al., 2010; Queimado et al., 2008; Polakis, 2007), a qual
também se associa a sua compartimentalizacdo celular, e poderia assim ser
uma chave para se explicar o perfil especifico de expressdo dessa molécula no
ACB. Todavia, essa influéncia ndo foi verificada em dois estudos anteriores
sobre o assunto realizados em nosso laboratorio (Servato, 2011; Crispim,
2014). Por outro lado, a via de sinalizagdo HH também pode influenciar a



fungé@o e compartimentalizagdo de B-Catenina (Lin et al., 2011), mas ainda nao
havia sido investigada na patogénese do ACB.

Sabe-se que a via de sinalizacdo HH (do inglés Hedgehog) é
fundamental para a polarizacdo celular, ramificacdo e formacdo do lamen,
durante o desenvolvimento embrionario das glandulas salivares e em diversos
outros tecidos (Beachy et al, 2004; Jaskoll et al., 2004; Hashizume & Hieda,
2006; Kierszenbaum, 2008; Lin et al., 2011). J&a foi também mostrado que a
sinalizacdo excessiva dessa via pode levar ao cancer e a metastase
(Kierszenbaum, 2008; Mimeault & Batra, 2010). Mais recentemente, foi
descoberta a importancia da via nos processos de reparo e regeneracado das
glandulas salivares e de outros tecidos (Hai et al., 2010; Mimeault & Batra,
2010).

Questiona-se agora se as moléculas e proteinas envolvidas nessa
via de sinalizacéo estariam superativadas no desenvolvimento dos TGS, ja que
durante a formacdo e crescimento dos tumores ocorrem processos de
proliferacéo e diferenciacéo similares a embriogénese.

A via HH é ativada por glicoproteinas ligantes, denominadas Sonic
(Shh), Indian (Ihh) e Desert (Dhh), que ao se ligaram ao receptor de membrana
Patched (Ptch) permitem o acumulo e migracdo para o ndcleo de proteinas
reguladoras génicas da familia Gli. No nucleo, é entdo ativada a transcri¢do de
diversos genes relacionados ao controle da proliferacdo e diferenciacao
celulares (Ruiz | Altaba, 1999; Dessaud et al., 2008; Cohen Jr, 2010).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a hipotese de que
alteracdes na sinalizacdo HH séo relevantes na patogénese e diagndéstico do

ACB de glandulas salivares.
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Figura 1 - Reatividade imunoistoquimica para p-Catenina em ACB. Ha
reatividade citoplasmatica e nuclear em células abluminais. Ampliacédo original
de 450x (Crispim, 2014).

1.1 Via de sinalizagdo Wtn/B-Catenina

A via de sinalizagdo Wnt é fundamental no desenvolvimento
embrionario e tem sido relacionada com a homeostase dos tecidos (Klaus &
Birchmeier, 2008; Espada et al., 2009; Hai et al., 2010).

Essa via apresenta-se de duas formas distintas: canonica
(dependente da B-Catenina) e ndo candnica (independente da (-Catenina).
Sua ativacdo ocorre apos a ligacdo das glicoproteinas Wnts a dois receptores
de superficie celular: o receptor da familia Frizzled (FZ) e a uma proteina
relacionada com o receptor LDL (LDL-receptor-related protein — LRP) (Polakis,
2007; Lucero et al., 2010; Rao & Kuhl, 2010; Surana et al., 2014).

11



A ativacdo da via Wnt canodnica ou mutacbes que favorecam a
exclusdo de sitios de fosforilagdo da B-Catenina, bloqueia sua degradacao e
resulta no seu acumulo citoplasmatico e entdo nuclear (Rao & Kuhl, 2010).

Na auséncia de ativadores dessa via a [B-Catenina é fosforilada
pelas proteinas Caseina-quinase 1 (CKIl) e Glicogénio Sintase Quinase 3
(GSK3p), através de um estrutura formada pelas proteinas Axina e APC (Giles
et al.,, 2003; Rao & Kuhl 2010; Dakeng et al., 2013; Surana et al., 2014). Em
seguida a p-Catenina é degradada pela via ubiquitina-proteosomo (Giles et al.,
2003; Rao & Kuhl 2010; Dakeng et al., 2013; Brauburger et al., 2014; Surana et
al., 2014).

Ja na presenca de Wnt, esta se liga ao receptor FZ e aos co-
receptores (LRP 5 e 6), promovendo o recrutamento da proteina Dishevelled
(Dsh) junto & membrana plasmética. A Dsh sequestra a Axina, paralisando a
atividade do complexo de destruicdo (GSK3B-CKI/Axina-APC) da B-Catenina
(Polakis, 2007; Rao & Kuhl, 2010; Surana et al, 2014). O acumulo de B-
Catenina no citoplasma resulta em sua translocacdo para o nucleo no qual, em
conjunto com a familia de fatores de transcricdo TCF/LEF, promove a
expressao de genes como c-Myc e Ciclina D1 (Rao & Kuhl, 2010; Brauburger
et al, 2014; Surana et al.; 2014).

Alteracbes ou mutacdes nos componentes dessa via de sinalizacéo
celular afeta alguns processos fisiolégicos, podendo gerar distarbios na
proliferagcdo celular, angiogénese, senescéncia e morte celular sendo
importante na carcinogénese e metastase (Ramachandran et al, 2012; Anastas
& Moon, 2013).

1.2. Adenoma de células basais

N&o raro, as glandulas salivares sdo acometidas por neoplasias,
cada uma com caracteristicas histopatolégicas distintas de acordo com os tipos
celulares neoplasicos presentes. A medida que surgem novos aprendizados
sobre essas lesbes muda-se 0 esquema de classificacdo (Aradjo, 2005). Em

2005, a Organizacdo Mundial de Saude langcou sua mais recente classificagao
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para os TGS (Barnes et al., 2005). Foram categorizados 24 tumores malignos e
10 benignos (Eveson et al., 2005; Ellis & Auclair, 2008).

Na maioria dos estudos os tumores benignos se sobrepdem
numericamente aos malignos. Os trés tumores benignos mais frequentes sao
respectivamente o adenoma pleomorfico, o tumor de Whartin e o ACB (Eveson
et al., 2005; Ellis & Auclair, 2008; Setti et al., 2014).

A maior frequéncia dos ACBs ocorre em idosos caucasianos, com
discreta prevaléncia no sexo feminino. A glandula parétida € o sitio mais
acometido, com 75% dos casos, sendo o lobo superficial o mais afetado,
seguido pelas glandulas salivares menores (Ellis et al, 1991; Eveson et al.,
2005; Ellis & Auclair, 2008; Jones et al, 2008; Cordeiro, 2010; Tian et al, 2010).

As caracteristicas primordiais do ACB sdo a presenca de células
basalbides, caracterizadas por serem pequenas, com nucleo hipercromético
arredondado e ovoide, ocupando quase todo o citoplasma, e a auséncia de
estroma mixocondroide (Araudjo, 2005). H4 também a presenca de células
luminais, que séo cubdides e circundam pequenos lumens (Aradjo, 2005; Ellis
& Auclair, 2008). As células abluminais (ndo luminais) sugerem, pelo fenétipo
morfologico, imunoistoquimico e ultraestrutual, serem células mioepiteliais (Bilal
et al, 2003; Raitz & Araujo; 2004; Eveson et al., 2005; Ellis & Auclair, 2008).
Essas Ultimas podem ser abundantes e apresentar atividade secretora,
podendo modificar o estroma (Zarbo et al., 2000).

Possui trés principais variantes histopatoldgicas, a saber: soélida,
trabecular e tubular, sendo frequente a presenca de areas representativas de
diferentes variantes em uma mesma lesdo — nessa situa¢do, a predominante
define a classificacao histopatolégica do tumor (Araujo, 2005).

A variante solida é a mais comum e caracteriza-se por multiplas ilhas
de células epiteliais sustentadas por pouco estroma, este composto por tecido
conjuntivo denso ndo modelado. As células periféricas as ilhas encontram-se
em palicada variando de colunares a cuboidais (Zarbo, 2002; Ellis & Auclair,
2008). No subtipo trabecular as células neoplasicas organizam-se em finos
corddes entrelacados, o empalicamento das células periféricas € menos

evidente e o estroma é menos denso, tornando a lesdo bastante similar a
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adenomas canaliculares (Daley et al. 1984; Ellis & Auclair, 2008). Finalmente o
padrao tubular diferencia-se do trabecular por apresentar diferenciagao ductal e
formacdes luminais; e para diferencia-lo do adenoma canalicular deve-se
verificar a ocorréncia de células abluminais basaloides (Gardner & Daley, 1983;
Daley et al. 1984; Ellis & Auclair, 2008). O termo tubulotrabecular é muito
utilizado devido a dificuldade de determinar o subtipo predominante (Araujo,
2005).

Uma quarta e rara variante, denominada membranosa, tem sido
relatada e associada a maior propensado a recidiva e transformacdo maligna
devido a sua natureza multifocal. Exibe ilhas epiteliais organizadas em l6bulos
dispostas de tal forma que se assemelham a pecas de quebra cabeca. A
presenca distinta de uma camada de material hialino, eosinofilico circundando
as ilhas neoplasicas ajuda a distinguir esse subtipo (Nagao et al, 1997; Yu et al,
1998; Ellis & Auclair, 2008).

1.3. Via de sinalizacdo Hedgehog (HH)

A via de sinalizacdo Hedgehog (HH) é uma das reguladoras
essenciais do desenvolvimento embrionario de animais e, nos adultos, para a
renovacgdo de células tronco. E também importante para regular a proliferacio
celular, diferenciacdo e polaridade tecidual (Beachy et al., 2004; Tang et al.,
2007; Mimeault & Batra, 2010).

Recebe esse nome em funcéo da proteina Hedgehog (Hh), que atua
como sinalizadora intracelular e ativadora da via. Para tanto, Hh deve se ligar a
uma classe de proteinas receptoras da membrana celular, denominada
Patched (Ptch), com dois homdlogos, Ptch 1 e Ptch 2. Na auséncia de
sinalizacdo por Hh, Ptch se associa a outra proteina transmembrana,
Smoothened (Smo), que € entdo impedida de ativar sinais intracelulares de
transcricdo génica (Taipale et al., 2002; Xuan et al.,2006; Tang et al., 2007).

Como mostrado na Figura 2, quando presente um dos trés
homélogos de Hedgehog, (Sonic (Shh), Indian (Ihh) ou Desert (Dhh)) a acéo
inibitoria de Ptch sobre Smo é bloqueada; Smo entéo ativa sinais intracelulares

14



que podem culminar, por exemplo, na ativacado de Gli-1, fator de transcricéo
que por sua vez desencadeia proliferacdo celular e, eventualmente,
oncogénese (Kogerman et al. 1999; Ruiz | Altaba, 1999; Tang et al., 2007,
Dessaud et al., 2008; Cohen Jr., 2010; Athar et al., 2014).

Nas células em que ndo ha algum ligante ativador da via HH ao
receptor Ptch, Smo se localiza em pequenas vesiculas endossomais, onde
provavelmente ocorre a sua degradacao (Ogden et al. 2004) e no citoplasma a
os fatores de transcricdo Gli sdo fosforilados e inativados pela GSK-3f3

(Mizuarai et al., 2009). Muitas etapas dessa via ainda ndo estao esclarecidas.

Figura 2 — Na auséncia
de Shh, o receptor Ptch

se associa a Smo e

—Membrane
bloqueia a sinalizacéo
por Gli. Quando Shh se
associa a Ptch, esse
Cytoplasm
libera Smo, que ativa

Nucleus - Gli e entdo ocorre inicio

@ Transcription
TN/ GLI target genes 7NN/

Nature Reviews | Cancer

de transcricdo (Owens
& Watt, 2003).

1.4. Proteina Sonic Hedgehog

A proteina Sonic Hedgehog (Shh) é a principal glicoproteina
ativadora da via de sinalizacdo HH (Ingham & McMahon, 2001; Miller et al.,
2001; Taipale & Beachy, 2001). Acredita-se que a sinalizacdo de Shh seja
paracrina (Miller et al., 2001).

A superexpressao de Shh pode induzir a proliferacdo de células

mesenquimais e epiteliais. Em casos de superexpressdo de Shh, espera-se
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que proteinas envolvidas na via HH, como a Gli-1, também estejam com
expressdo aumentada (Bellusci et al., 1997; Grindley et al. 1997), porém a
reciproca parece ndo ser valida, visto que em carcinomas epidermoides de
mucosa oral apresentaram altos niveis de Gli-1 e ndo houve marcacdo para
Shh. Também ndo houve marcacdo de Shh em mucosa oral normal (Buim et
al., 2011).

15.Gli-1

Gli-1 é uma das trés proteinas da familia Gli fundamentais apos a
ativacdo da via de sinalizagdo HH (Cohen Jr., 2010). E conhecida por ser
oncogeénica, enquanto que Gli-2 e Gli-3 dependendo do tipo celular podem ser
oncogénicas ou supressoras de tumor (Matise & Joyner, 1999). Em dois
estudos recentes envolvendo carcinoma epiderméide de mucosa oral
observaram-se niveis elevados de Gli-1 nas amostras teciduais com
carcinoma, comparadas ao tecido normal (Buim et al., 2011; Wang et al.,
2012).

Em analises imunoistoquimicas, foi encontrada predominéancia de
compartimentalizagdo citoplasmética de Gli-1 em células epiteliais e
mesenquimais de carcinomas de células basais com pouca ou nenhuma
expressao nuclear (Aza-Blanc et al., 1997; Dahmane et al., 1997; Ghali et al.,
1999).

1.6. Fgf-2

Entre os fatores de crescimento de fibroblastos conhecidos, o Fgf-2
€ 0 mais potente inibidor de proliferacdo celular induzida pela sinalizacao de
Shh em precursores neuronais e células tumorais. Sugere-se que Fgf inibe a
Shh ligando-se a receptores de Fgf e induzindo uma cascata de sinalizacéo
celular ou por competicdo por receptor especifico, podendo ser Gtil na terapia
de tumores com crescimento relacionado a ativagédo pela Shh (Fogarty et al.,

2007). Por outro lado um estudo feito em pele normal de camundongos
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demonstrou, em analises imunoistoquimicas, expressao aumenta de Shh e de
B-Catenina em tecidos tratado in vivo com Fgf-2, resultando em aumento de
foliculos capilares sugerindo que Fgf-2 melhore a proliferacdo tecidual
induzindo a super ativacdo de Shh e de B-Catenina (Lin et al., 2015).

Apesar da capacidade inibitoria de Fgf-2 sobre a glicoproteina Shh
em uma variedade de tipos celulares (Fogarty et al., 2007), esse fator de
crescimento parece ter um importante papel na patogénese e progressao de
diferentes tipos tumorais, incluindo TGS (Furuse et al., 2010; Miguita et al.,
2010; Soares et al., 2012).

Fgf-2 € expressa em adenomas pleomoérficos de glandula salivar,
com reatividade aumentada em casos de recidiva (Soares et al., 2012). E um
fator de crescimento que pode agir de maneira autécrina para estimular a
proliferacdo de células tumorais (Morrison, 1991). A imunolocalizagéo de Fgf-2
em carcinomas adendides cisticos e em carcinomas mucoepiderméides é
predominantemente intracelular com marcacdo de moderada a forte em
citoplasma e ndcleo, encontrada principalmente em células ductais e
mioepiteliais, sugerindo que o fator seja produzido endoginamente (Myoken et
al., 1996). Essa mesma marcacao forte, citoplasmatica e nuclear, também é
encontrada em células mioepiteliais de adenomas pleomorficos (Miguita et al.,
2010). A participacdo dos fatores de crescimento de forma geral € bem
documentada nos tumores malignos com pouca evidéncia em tumores
benignos (Miguita et al., 2010).

Entretanto, a relacéo encontrada entre Fgf-2 e 3-Catenina (Lin et al.,
2015), poderia ajudar a compreender a peculiar marcacdo desta proteina em

ACB. Especificamente, a expresséo de Fgf-2 ainda nédo foi estudada em ACB.
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2. PROPOSICAO

Este estudo buscou melhorar o entendimento da patologia molecular
do adenoma de células basais de glandulas salivares, com interesse especifico
na via de sinalizacdo HH, mediante a avaliacdo da expressdo das proteinas

Shh, Gli-1 e Fgf-2 por técnica de imunoistoquimica.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlandia
parecer 180356/2012 (Anexo A).

3.1. Casuistica e amostras

O estudo foi composto por amostras provenientes de biopsia ou
resseccao cirurgica de pacientes atendidos entre os anos de 1997 e 2006 no
Instituto Nacional do Cancer (INCA) e na Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Uberlandia (FOUFU).

Foram incluidos como casos de interesse todos aqueles
diagnosticados por exame histopatolégico como adenoma de células basais,
(Araujo, 2005; Ellis & Auclair, 2008; Eveson et al., 2008) e excluidos todos que
apresentavam material biolégico arquivado em quantidade insuficiente para as

reacfes imunoistoquimicas. Com um total de 21 casos para analise.

3.2. Imunoistoquimica

A partir das amostras teciduais fixadas em formol e posteriormente
emblocadas em parafina, foram preparados cortes histolégicos de 3um de
espessura, dispostos em laminas de vidro previamente tratadas com 3-
aminopropiltrietoxisilano (Sigma-Aldrich, EUA) para aumento da adesividade
entre o corte tecidual e a lamina.

Os ensaios imunoistoquimicos foram realizados de acordo com o
protocolo estabelecido no Laboratério Integrado de Biologia e Patologia Oral
(LIBIPO), descrito abaixo.

Inicialmente, os cortes foram desparafinados em dois banhos de xilol
(Synth, Brasil), de 16 horas e 15 minutos, respectivamente, ambos a

temperatura ambiente. Em seguida, foram hidratados em solucbes
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decrescentes de etanol: dois banhos a 100%, um a 95% e um a 80%, por cinco
minutos cada um. Para a remoc¢éo do pigmento formdlico, usou-se solucédo de
hidroxido de amonio a 10% (Synth) em etanol a 95% em banho de 10 minutos,
seguidos de sete lavagens em agua destilada.

A recuperacdo antigénica foi realizada com os cortes imersos em
solucdo de acido etilenodiaminotetracético (Amresco, EUA), a 1,0mM,
tamponado com hidréxido de sédio (pH 8,0), em um ciclo de 15 minutos a
temperatura de 110°C em camara termopressurizada (Steamer — Biocare
Medical, Concord, CA, EUA).

Apés resfriamento dos cortes, seguido por cinco banhos em agua
destilada, realizou-se o blogueio da atividade enddgena de biotina colocando-
se 0s cortes imersos por 15 minutos a temperatura ambiente em solucao feita
com duas claras de ovo dissolvidas em 200m| de agua deionizada e filtrada por
trés vezes em gaze, seguido de dez banhos em agua destilada. Para o
blogueio da atividade enddégena de avidina, foi realizado imersédo de 15 minutos
a temperatura ambiente em solucdo de 15g de leite em pé desnatado (Molico®)
dissolvido em 90ml de agua deionizada e seguido de dez banhos em &gua
destilada (Miller et al, 1999).

No passo seguinte realizou-se trés banhos de 10 minutos cada um
em solucdo de peroxido de hidrogénio (Dinamica, Brasil) a 10 volumes, para
bloqueio da peroxidase enddgena tecidual, seguidos por cinco banhos em agua
destilada e trés lavagens de cinco minutos cada uma em solugéo tampé&o tris
(hidroximetil) aminometano hidrocloridrico, 20nM pH 7,4 (Amresco). Cada
banho foi feito a temperatura ambiente.

Os cortes foram entdo incubados, a temperatura ambiente, em
solucéo blogueadora de reacfes inespecificas a base de caseina (Background
Snipper, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 minutos. Em seguida, os
anticorpos primarios, diluidos em TRIS-HClI na titulacdo previamente
estabelecida em testes de padronizacdo (Tabela 1), foram incubados e
armazenados em camara umida por duas horas a temperatura ambiente. Para

controle negativo omitiu-se os anticorpos primarios na solucao de TRIS-HCI.
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Tabela 1 — Anticorpos e policlonais utilizados nos ensaios imunoistoquimicos

(todos fabricados por Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

Anticorpo Caodigo Titulo Controles Origem
Rim / Linfonodo/

Anti-Shh SC-9024 1:300 Glandula salivar Coelho
Rim / Glandula

Anti-Glil SC-20687 1:200 Salivar Coelho

Anti-Fgf2 ~ SC-79  1:250 Ca de Colon / Coelho

Glandula salivar

Em seguida, os cortes foram desincubados e entdo lavados em dois
banhos de solu¢édo de TRIS-HCI por dois minutos cada um e incubados, por 20
minutos em camara Umida a temperatura ambiente, com sistema de
amplificacdo estreptavidina-biotina-peroxidase (Trekkie Universal Link, Biocare
Medical, Concord, CA, EUA) que consiste em solucdo de anticorpo secundario
biotinilado, seguido por dois banhos de dois minutos cada um em solucdo de
TRIS-HCI. Em seguida, feita a incubacéo dos cortes com o complexo terciario a
base estreptavidina conjugada a peroxidase (Trekkie Avidin-HRP Label,
Biocare Medical) por dez minutos em camara umida a temperatura ambiente,
seguindo-se por duas lavagens de dois minutos cada uma em tampao TRIS-
HCI.

Finalmente a reacdo foi revelada com substrato cromogénico
3.3"tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e peréxido de hidrogénio (Betazoid
DAB Chromogen Solution, Biocare Medical, Concord) por cinco minutos com
precipitacdo resultante do pigmento oxidado, seguido por lavagem em agua
corrente durante cinco minutos.

As laminas foram ent&o contra-coradas com hematoxilina de Harris,
lavadas em agua corrente, desidratadas em solugdo de etanol 100% por 10
minutos, secadas em estufa a 60°C e montadas com laminulas de vidro e

resina histologica (Precision, Cralplast, China).
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3.3. Andlise da reatividade imunoistoquimica

As reacdes imunoistoquimicas foram avaliadas em microscopio de luz
convencional (Leica DM750), por dois avaliadores previamente calibrados,
Leana Ferreira Crispim e Luiz Henrique Nascimento Neto, de forma
independente. Para cada amostra, verificou-se inicialmente a area de hotspot
(marcacdo mais evidente em menor aumento). Nessa area, dez campos
histolégicos em grande aumento (objetiva de 40x) foram avaliados quanto a
presenca ou nao de reatividade, a compartimentalizacdo da reacao (nuclear ou
citoplasmatica), a intensidade de reacéo, e a proporcao de células reativas.

Finalmente, um indice semiquantitativo para avaliagdo da reatividade,
denominado Quickscore (QI), foi calculado segundo os critérios apresentados
na Tabela 2, consistindo na multiplicacdo dos valores de intensidade de reacao
e proporcao de células reativas (Detre et al., 1995). Na avaliagcdo, o valor final
do indice de reatividade foi dado pela média do valor atribuido por cada
avaliador, exceto quando havia variagdo maior do que trés pontos entre eles.
Nessa situacao, procedia-se a nova avaliacdo, mas agora em conjunto, até que

a discrepéncia se mostrasse no intervalo desejado.

Tabela 2 — Analise da imunomarcacdo dos antigenos Shh, Gli-1 e Fgf-2 de
acordo com os parametros intensidade de marcacdo e proporcdo de células

positivas (Detre et al., 1995).

Proporcéo de

indice Intensidade células positivas

0 Auséncia de marcacao Auséncia de marcacéao
1 Fraca 0a4%

2 Moderada 5a19%

3 Forte 20 a 39%

4 - 40 a 59%

5 - 60 a 79%

6 - 80 a 100%
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3.4. Andlise estatistica

Considerando os intervalos ndo continuos da possivel distribuicdo
dos valores finais do QI (0 a 6, 8 a 10, 12, 15 e 18), apenas testes estatisticos
nao paramétricos foram utilizados neste estudo.

Utilizou-se o teste de Wilcoxon para comparar os valores médios do
QI para cada antigeno de interesse entre células luminais e abluminais e o
teste de Spearman para se avaliar possiveis correlacfes na reatividade dos
diferentes antigenos.

O nivel de significancia estatistica foi de 5% (p < 0,05). Todas as
andlises foram realizadas com software GraphPad Prism, versdo 5.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

Imagens representativas da expressédo de cada anticorpo nos ACB
podem ser observadas na Figura 3. Para Shh, dos 21 casos, 15 deles (71,4%)
foram positivos, com indice médio de 1,7 (= 2,9). A reatividade era
predominantemente citoplasméatica, em intensidade fraca e com baixa
proporcao de células neoplasicas coradas. Gli-1 foi reativo em 11 casos (52,4%
do total), com QI médio de 1,6 (+ 2,8) em padrdo morfologicamente semelhante
ao de Shh. Todos os 21 casos foram reativos para Fgf-2, com indice médio de
8,5 (+ 5,5), predominantemente com marcacdo nuclear de moderada a forte
intensidade, observada na maioria das células. Ndo houve diferenca relevante
ou estatisticamente significante da reatividade entre células luminais ou
abluminais, conforme mostrado na Tabela 3, para nenhuma das moléculas
estudadas.

Houve correlagdo positiva, de moderada intensidade e
estatisticamente significante, entre os indices de quickscore para a reatividade
de Shh e Fgf-2, conforme ilustrado no Grafico 1. As correlacbes entre a
reatividade de Shh e Gli-1, e a de Gli-1 e Fgf-2 ndo foram estatisticamente

significantes (p = 0,09 e 0,08, respectivamente).

Tabela 3 — indice quickscore para reatividade imunoistoquimica em adenomas
de células basais de glandula salivar. A comparacéo dos indices entre células
luminais e abluminais ndo mostrou qualquer diferenca estatisticamente

significante (p > 0,05).

Shh Gli-1 Fof-2
Média PSSO Media  DESVIO- iggiq  DESVIO-
padréao padréao padrao
Células 18 3.0 16 28 8.4 55
luminais
Células 17 29 15 28 8.1 55
abluminais
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Figura 3 - Imagens
representativas da
reatividade

imunoistoquimica para Shh
(A), Gli-1 (B) e Fgf-2 (C) em
adenoma de células basais
de glandula salivar. Técnica
de estreptavidina-biotina-
peroxidase. Aumento

original de 500x.
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Gréfico 1 — Distribuicdo de 21 casos de adenomas de células basais, conforme
o indice quickscore de reatividade imunoistoquimica para Shh e Fgf-2 (r = 0,59;

p = 0,005; teste de correlacdo de Spearman).
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5. DISCUSSAO

A compartimentalizagcdo nuclear de B-Catenina pode estar ligada a
ativacdo da via Wnt ou a mutacdes inativadoras génicas que impossibilitariam a
degradacdo dessa proteina no citoplasma (Sato et al., 2007; Klaus &
Birchmeier, 2008; Rao & Kiulh, 2010; Lucero et al., 2010). Estudos recentes
com ACB ndo conseguiram mostrar ativacdo da via de sinalizacdo Wnt em
ACB (Servato, 2010; Crispim, 2014), de forma que a expressao nuclear de [3-
Catenina nesse tumor permanece nao esclarecida. O presente estudo
trabalhou com a hipétese de que houvesse ativacdo da via HH no adenoma de
células basais de glandula salivar, uma vez que esse fenémeno poderia estar
associado a reconhecida expressdo nuclear de [-Catenina nesse tumor
(Kawahara, 2011).

Nos resultados observados, apesar da elevada proporcao (71,4%
dos casos) o padrdao de marcacdo com baixa expressao, ou seja, com baixo QlI,
para Shh informa que a via HH parece, assim como a via Wnt, ndo ser
relevante no desenvolvimento do ACB. De fato, corrobora essa possibilidade o
fato de que a reatividade para Gli-1, molécula de transducéo de sinal da via HH
ativada, também foi quase que desprezivel nas amostras ora avaliadas. A
baixa expressdo dessas duas moléculas pode sugerir que seria necessario
uma grande concentragdo de Shh para ativar a via HH e assim permitir o
acumulo de Gli-1 na célula. Dessa forma o presente estudo ndo suporta a
participacdo da via HH na patogénese desse tumor e nao justifica a expresséo
nuclear de B-Catenina em ACB.

A GSK3p foi observada em 80% dos casos de ACB com marcacéo
de fraca a moderada (Crispim, 2014). Essa proteina é responséavel pela
fosforilacdo e posterior degradacdo da Gli-1, na auséncia de sinal de HH
(Mizuarai et al., 2009). Tal achado de GSK3B em ACB (Crispim, 2014) e a
baixa atividade para Gli-1 encontrada no presente estudo pode sugerir que a
GSK3pB esteja em atividade e provendo a destruicdo de Gli-1, sendo mais um
fator de que a via de sinalizacdo HH néo esta ativa nos ACB.

Estudos experimentais evidenciam a presenca de fatores de

crescimento de fibroblasto (Fgf), inclusive Ffg-2 em TGS, como por exemplo,
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no adenoma pleomorfico e em sua variante maligna, no carcinoma adendide
cistico e carcinoma mucoepiderméide (Myoken et al. 1996; Furuse et al., 2010;
Miguita et al., 2010; Soares et al., 2012) porém a sua expressao nao foi ainda
investigada em ACB de glandula salivar.

A imunolocalizacdo de Fgf-2 em ACB, mostrada pela primeira vez
neste estudo, foi semelhante ao encontrado em outro trabalho envolvendo
tumores malignos de glandula salivar, os quais apresentaram localizac&o
citoplasmatica e nuclear, tanto em células mioepiteliais quanto ductais, em
todos os casos, sugerindo que o fator de crescimento seja produzido
endogenamente (Myoken et al., 1996) e que possua acgéo de indutor tumoral.

Sabe-se que em precursores neuronais e em células tumorais
incubadas com Fgf-2, esta abole quase que completamente a proliferacdo
celular induzida pela ativacdo de Shh (Fogarty et al., 2007). Ao passo que em
tecido de pele normal tratados com Fgf-2 in vivo induziu expressdo aumentada
de Shh e B-Catenina (Lin et al., 2015). O resultado aqui verificado, com elevada
expressado de Fgf-2 e reduzida de Shh, pode sugerir que no tecido estudado a
Fgf-2 apresente um comportamento semelhante a sua agdo em tecidos neurais
e células neoplasicas acabando por inibir a proliferacdo celular induzida por
Shh, tratando-se de uma evidéncia de que ndo ocorra ativagcao da via HH na
patogénese do ACB. Ao mesmo tempo a Fgf-2 pode estar relacionada a
expressdo aumentada de B-Catenina em ACB e ser a chave para sua
explicagéo.

Porém a falta de evidéncia de B-Catenina em outros TGS (Kawahara
et al.,, 2011) e a presenca de Fgf-2 (Myoken et al. 1996; Furuse et al., 2010;
Miguita et al.,, 2010; Soares et al., 2012) é insuficiente para confirmar tal
hiptese sendo necessério estudos comparativos envolvendo essas duas
proteinas em ACB e em outros TGS.

Um Unico caso apresentou marcacao intensa para as trés proteinas
estudadas. Pode-se sugerir que nesse caso a Fgf-2 esteja exercendo um papel
indutor de Shh, conforme Lin e colaboradores (2015) demonstraram sendo
assim capaz de ativar a via HH e consequentemente apresentar também Gli-1.

Porém, por ser um caso atipico dos demais, em gque se manteve baixa
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intensidade para Shh e Gli-1 e elevada para Fgf-2, é insuficiente para ser
usado como critério diferencial em ACB. O caso foi mantido no estudo devido a
escassa quantidade de ACB para analise.

A correlacdo moderada entre Shh e Fgf-2, sugere a existéncia de
retroalimentacdo positiva de Shh para com Fgf-2, acabando por regular
negativamente a funcdo de Shh, através de um mecanismo de feedback
positivo.

Para melhor verificar quais moléculas estdo envolvidas nos
mecanismos que levam ao ACB, especialmente melhor compreender a
expressdo nuclear de B-Catenina, e aperfeicoar seu diagnéstico diferencial,
outras proteinas envolvidas na via HH devem ser estudadas para confirmacéo
da presenca ou ndo dessa via na patogénese do ACB, como por exemplo, a
proteina Ptch, que néo foi avaliada neste estudo devido a uma falha na
padronizacdo de reagentes, a qual impossibilitou a padronizagcdo do mesmo.

Devido a sua raridade, o adenocarcinoma de células basais néo foi
incluido no presente estudo, ndo sendo realizadas comparacdes entre eles,
impossibilitando prever ou sugerir que a evolugcdo maligna do ACB esteja

envolvendo as moléculas estudadas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo sugerem que a via de sinalizacdo HH
nao esta relacionada a alteragdo na expressao de B-Catenina no ACB e sugerir
gue nessa lesdo a Fgf-2 tenha ac&o de indutor tumoral. E ainda abrem novas
possibilidades para investigacdo e melhor compreender a patogénese podendo

a Fgf-2 estar relacionada a expressdo aumentada de B-Catenina.
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ANEXO A - Aprovacéo do Comité de Etica

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VIAS DE SINALIZACAD WHNT E SHH E A PECULIAR EXPRESSAD NUCLEAR DE
BETA-CATENINA EM ADENOMA DE CELULAS BASAIS

Pesquisador: SERGIO VITORING CARDOSO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 09890512.3.0000.5152

Instituigao Proponente: FACULDADE DE ODONTOLODGIA (UFLY

DADODS DO PARECER

Nomero do Parecer: 180356
Data da Relatoria: 30/11/2012

Apresentacdo do Projeto:

Considerando a oportunidade de aprimaramento de critarios de diagnodstico, e ainda a auséncia de
conhacimenio cientifico abrangente sobre a influgncia das vias WNT a 5HH no adenoma de células basais
(ACB) em particular, mas também em oufros tumores de glandula salivar, o estudo ird testar a hipotese de
que a axpressao nuclear forte e frequente de beta-catenina em ACB & um diferencial claro para outras
tumores com citediferanciagdo basaldide (adenocarcinoma de células basais, carcinoma adendide cistica),
micepitelial (adenoma pleomdarfica) & tubular (adenoma canalicular), e poda ser Ofil no diagndstico diferancial
dessas lesdes. Além disso, alteragdes na sinalizagdo da via WNT e, ou, SHH podem ser responsaveis pelo
achado lipico de marcagdo nuclear forte & intensa de beta-catenina em ACB, em comparagio com o padrao

de expressdo dessas moleculas em glandula salivar normal @ em oufros tumaras de glandula salivar.

Objetive da Pesquisa:

E ohjativa geral do estuda obter informagdes abrangentes a respeito da participacdo das vias de sinalizacio
WHNT & S5HH no desenvolvimento de tumoras de gldndula salivar com citoediferenciagdo basaldide,
micepitelial & tubular, com parficular énfase no adenoma de células basais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

0 astudo ndo ofarece nenhum risco direto a sadde dos sujeitos, visto iratar-se de estudo retrospectivo. No
antanto, foi previsto que o consumao de parie do "bloco de bidpsia® pode confarir risco no sentido de utilizar

material que podera ser necassario para alguma avaliagio do servigo.
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Também consideraram a risco de divulgacSo de informagbes pessoais, sendo que para ambas as situagbes,
foram apresentadas esiralégias para prevengio das situages.

Como beneficios, diferentes quesides foram citadas, tais como avango tecnolagico aplicado ao diagnostico
do ACB; conhecimanto ciantifico quanto ao tema em esludo & formagio de pessoal no desanvolvimanto de
pEsguUisas.

Comentarios e Considerages sobre a Pesquisa:

Trala-se de estudo retrospectivo, descritiva, tipo série de 58 casos diagnosticados como adenoma de
células basais, adenoma pleomdrfico, adenoma canalicular, adenocarcinoma de células basais & carcinoma
adanbide cistico. As fontes de material & informagbes necessarias ao estudo serdo provenientes de arquivo
do Laboratario de Patologia da Faculdade de Odontolegia da Universidade Federal de Uberlandia. Para
caracierizagio da amosira, de cada caso serdo recuperadas informagies demograficas dos pacientes (sexo
a idade), bem como a localizagdo analdmica da lesdo. As analises imunohistoquimicas das protainas bela-
catenina, E-caderina, Wnt1a, Wnt2, Wntda, Wntd, Wnt5, Frizzled-7, Wif1, SFRP-1, SFRP-2, CK1 epsilon,
GSKaibeta, APC, ¢-myc, ciclina D1, SHH, PTCH, SMO, Gli1, Gli3 a galeclina-3 serdo faitas em cortes
histoldgicos obtidos de material arquivadao, incluido em parafina. Seguir-se-a o protocolo estabelecido no
Labaratdrio seda. Para analise da realividade imunoistoquimica, sera utilizado sistema de fotomicregrafia
composio por microscopio acoplado a cdmera fotografica. Para cada caso, serdo inicialmente definidas as
areas de hot spot da marcagao e, denfre elas, serdo oblidas imagens digitais daquelas que apresentam
morfologia histopatoldgica mais caracteristica de cada lesdo. Inicialmente, o padrdo de marcagSo de cada
antigano sera descrito conforme os diferentes padrdes de citediferenciagio em cada tumor, com anfasa na
diferenciagdo basaldide, mioepitelial @ lubular, conforme presentes. Em seguida, todas as células tumorais
das areas de hot spot, até o maximo de B00, ser8o avaliadas para se determinar a proporgao de calulas
positivas, denominada ;indice de marcacdo;. Ao final, para definigdo de categorias de marcagao, cada
amastra sera classificada em uma de trés classes: 0 - auséncia de reatividads, 1 - reatividade observada em
até 30% das células, e 2 - reatividade em mais de 30% das células. O cronograma do estudo indica que o
rastreamentio & selegdo de casos tera inicio em feversiro de 2013 e o término, o qual culmina com o relatario
da pesquisa, em dezembro de 2014. O custo total sera na ordem de R$% 135.315,84 financiados
parcialmanta pelo Consalho Macional de Desanvolvimente Cientifico & Tecnoldgico (Valor Global: RS
49.915,84).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:
Todos os termos obrigatarios foram adequadaments preenchidos, apresantados & assinados.

Recomendagdes:
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

De acorda com as atribuigies definidas na Resolugdo CNS 196/86, o CEP manifesia-se pala aprovagao do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de élica nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagdo e da metodologia apresentadas.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONMEP:

Maao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data para entraga de Relatdrio Parcial: dezembro de 2013.
Data para entraga de Ralatdrio Final: deazembro de 2014.

OB5.: O CER/UFU LEMBRA QUE QUALCQUER MUDAMNCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAD DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugio 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatdrio da pesquisa e os
Termas de Consentimento Livre & Esclarecido, assinados pelo sujeilo de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatdrio e documentagio
pertinente ao projeto.

¢~ 8 aprovagao do protocolo de pesqguisa palo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugio
196M96/CMNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmao.

Orientagdes ao pesquisador :

£ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-sa a participar ou de retirar seu consentimanto em
qualguer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma & sam prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 1596/96 -
ltem IV.1.1) & deve receber uma copia do Terma de Consentimanto Livre & Esclaracido, na integra, por ele
assinado (tam 1V.2.d).

& O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforma delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
astudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Ras. CNS ltem
l.3.z), aguardando seu parecer, excelo quanda perceber risco ou dano ndo previsio ao sujeilo participante
ou quanda constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pasquisa ([tem V.3) que

requeiram acdo imediata.
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¢ O CEP deve ser informado de todos os efeilos adversos ou fatos relevantas que alteram o curso normal
do estudo [Res. CNS ltem V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
avento adverso grave ccormido (masmo que tenha side em outro centra) @ enviar notificagcdo ao CEP a &
Agéncia Macional de Vigilancia Sanitaria ; ANVISA 4 junio com seu posicionameanta.

& Eventuais modificagfes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma dlara e
sucinta, idenfificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormenta a ANVISA, o pasquisador ou patrocinador deve envid-las tambéam
a mesma, junto com o parecer aprobatario do CEP, para seram juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
itern lll.2.e). O prazo para enirega de relatdrio & de 120 dias apds o término da execugdo pravisia no

cronograma do projeto, conforme norma.

UBERLAMDIA, 21 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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Apéndice 1 — Média de QuickScore para cada caso

Caso Shh Gli-1 Fgf-2
1 6 4,1 15
2 1,2 0,05 1,5
3 0,6 1,6 8,9
4 0 0 1,5
5 0,4 0 12
6 0 0 1,3
7 0 6,1 3,5
8 0,9 0 5,0
9 0,2 0,5 16,5
10 0 0 3,6
11 3,8 0 9
12 0,9 0 18
13 0,1 0 6
14 0 1,5 10
15 3,9 1,5 12,2
16 0,5 0 7
17 0 0 0,5
18 3.1 4,2 8
19 12,3 11,1 18
20 2,2 0,4 8,9
21 0,3 1,3 7,6
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