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Na Grécia Antiga (Casa de Banhos):

Discipulo de Arquimedes:

" - Mestre, sois tdo sdbio; como poderei um dia saber tanto quanto vés?”

Arquimedes:

" Através da forga de vontade..."

Discipulo de Arquimedes:

" - Como assim, Mestre?”

Arquimedes afogou a cabeg¢a do seu discipulo dentro d’agua e o deixou

sufocado por cerca de 40 segundos, depois a soltou...

Discipulo de Arquimedes:

" - Mestre, o que fizestes???

Arquimedes:

" - O dia em que quiserdes ter sabedoria com a mesma vontade com que

quisestes respirar, entdo sereis um grande sdbio..."



RESUMO

Marques YMFS. Analise da via do Akt em neoplasias benignas e malignas de
glandulas salivares[tese]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2010.

A proteina Akt modula a fungdo de numerosos substratos envolvidos na regulagéo
da sobrevivéncia celular, progressao do ciclo celular e crescimento celular. Estudos
prévios realizados em nosso laboratério demonstraram a superexpressao de Akt em
adenoma pleomorfico, mioepitelioma e carcinoma adendide cistico. O objetivo deste
estudo foi analisar a via da proteina Akt através da avaliacdo da expressdo das
proteinas NFKB e PTEN em neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares
através das técnicas de imunohistoquimica, western blotting e imunofluorescéncia, e
a possivel interagao protéica direta entre p-Akt/Mdm2 e p-Akt/PTEN em linhagem de
carcinoma adendide cistico. A superexpressdo nuclear na proteina PTEN foi
encontrada nas duas neoplasias malignas estudadas. Além disso, n&o foi observada
interacao direta entre as proteinas p-Akt/Mdm2 e p-Akt/PTEN, as quais apresentam

localizac&o nuclear em neoplasias de glandulas salivares.

Palavras-chave: Mdm2. Akt. NFkB. PTEN. Neoplasias de glandulas salivares.



ABSTRACT

Marques YMFS. Analisys of Akt pathway in benign and malignant salivary gaind
tumours [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia;
2010.

The Akt protein modulates the function of numerous substrates involved in the
regulation of cell survival, cell cycle progression and cell growth. Previous studies
from our laboratories showed overexpression of Akt and Mdm2 followed by the lack
of p53 expression in pleomorphic adenoma, myoepithelioma and adenoid cystic
carcinoma. The aim of this study was to analyze the Akt pathway through evaluation
of expression of NFkB and PTEN proteins in pleomorphic adenoma, carcinoma ex
pleomophic adenoma and adenoid cystic carcinoma by western blotting,
immunofluorescence and immunohistochemical techniques, and we have intended to
analyse a possible direct interaction between p-Akt/Mdm2 and p-Akt/ PTEN protein in
salivary gland tumours. Overexpression of nuclear PTEN was present in both
carcinomas studied. In addition, there was no direct interaction between p-Akt/Mdm2
and p-Akt/ PTEN protein, which presents a nuclear localization in salivary gland

tumours.

Keywords: Mdm2. Akt. NFKB. PTEN. Salivary gland tumours.
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1 INTRODUCAO

Os tumores de glandulas salivares correspondem a aproximadamente
2 a 6,5% de todos os neoplasmas de cabeca e pescog¢o. A ampla variedade de
comportamentos bioldgicos, tipos histologicos e a falta de conhecimento a respeito
da tumorigénese dessas lesdes, tornam dificil seu diagnéstico e tratamento,
suscitando uma constante busca por informacdes que desvendem os aspectos
moleculares envolvidos no desenvolvimento desses tumores.

Diversos estudos tém demonstrado a ocorréncia de alteragdes do P53
em canceres humanos, o que faz deste gene e seu produto, alvos importantes
quando se pretende desvendar os mecanismos envolvidos na tumorigénese e na
progressao das mais diversas neoplasias. Proteinas relacionadas a inativagdo da
p53, tais como a Mdm2, também representam um papel fundamental na
tumorigénese de inumeras neoplasias humanas.

Trabalhos anteriores em nosso departamento demonstraram a
superexpressdao do RNAmM do Mdm2, corroborada pela superexpressao das
proteinas Mdm2 e concomitante superexpressao da proteina p-Akt em neoplasias de
glandulas salivares. A proteina Akt representa um importante facilitador da acéo do
Mdm2 sobre a proteina p53, logo se torna fundamental a elucidacdo da via de
ativagao desta proteina.

Desta forma, nos propusemos a analisar a via do Akt, responsavel pela
hiperativacdo da proteina Mdm2, através do estudo das proteinas NFkB e PTEN
com a utilizagdo das técnicas de imuno-histoquimica, western blotting e
imunofluorescéncia em neoplasias de glandulas salivares, além disso analisamos a
possivel interagao direta entre as proteinas Mdm2/Akt e PTEN/Akt em carcinoma

adendide cistico através a técnica de co-imunoprecipitagao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Visando a uma melhor compreensdo, a revisdo da literatura sera

dividida em topicos.

2.1 Tumores de Glandulas Salivares

Os tumores de glandulas salivares compreendem de 2 a 6,5% dos
neoplasmas de cabega e pescogo. O pico de incidéncia dos tumores de gléndula
ocorre na sexta e sétima décadas de vida. As médias de idade dos pacientes
acometidos com tumores benignos e malignos sdo de 46 e 47 anos,
respectivamente (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).

Estudos envolvendo uma ampla amostragem demonstraram que 64 a
80% de todos os tumores epiteliais de glandulas salivares acometem a glandula
parétida, 7 a 11% a glandula submandibular, menos de 1% ocorre em glandulas
sublinguais e 9 a 23% podem surgir em glandulas salivares menores. Dentre todos
estes, 54 a 79% sé&o tumores benignos e 21 a 46% malignos (Ellis; Auclair, 2008).

O adenoma pleomorfico é a neoplasia de glandula mais comum e
corresponde a aproximadamente 50 a 74% de todas as neoplasias de glandulas
salivares. O segundo tumor benigno de glandula mais comum €& o tumor de Warthin,
representando 4 a 14% de todos os tumores. O carcinoma mucoepiderméide é
citado como sendo o tumor maligno mais comum, porém em alguns estudos, o
carcinoma adendide cistico e carcinoma ex-adenoma pleomoérfico sdo descritos
como 0s mais comuns. Estudos em populagdes brasileiras demonstraram que o
carcinoma adenodide cistico pode representar o segundo ou quarto tumor mais
freqUente de glandula salivar (Barnes et al., 2005; Ito et al., 2005; Ellis; Auclair,
2008; Oliveira et al., 2009).

Nesta revisado de literatura serdo apresentados o adenoma pleomérfico,

o carcinoma ex adenoma pleomorfico e o carcinoma adendide cistico.
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2.1.1 Adenoma Pleomoérfico

O adenoma pleomorfico, usualmente, se apresenta como uma
neoplasia de aproximadamente 2 a 5 cm, de crescimento lento e indolor. Acomete
com mais frequéncia as glandulas parotidas, seguidas por glandulas menores no
palato, glandula submandibular e outras glandulas menores intrabucais; em
pacientes com média de idade entre 40 e 50 anos e leve predilecdo pelo sexo
feminino (Yih et al.,2005; Ito et al., 2005; Oliveira et al., 2009).

O adenoma pleomoérfico € um tumor benigno de origem epitelial, o qual
apresenta diferenciagbes epiteliais (ductais ou mioepiteliais) em permeio,
geralmente, a um tecido de aparéncia mixdéide, mucdide ou condroide. A
diferenciacao epitelial manifesta-se como uma mistura de estruturas ductais bem
formadas associadas a células nao-ductais (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).
O componente epitelial é formado por células citologicamente benignas e,
frequentemente, com nucleo vacuolado, sem a presenca de nucléolo proeminente e
baixa frequéncia de mitoses. O epitélio usualmente forma lencdis ou estruturas
ductiformes compostas por uma grande variedade de tipos celulares, incluindo
células cuboidais, basaldides, pavimentosas, fusiformes, plasmocitdides, e claras.
Raramente sdo vistas células mucosas, sebaceas e acinares serosas (Barnes et al.,
2005; Ellis; Auclair, 2008).

As estruturas semelhantes a ductos sao formadas por células luminais
cuboides com uma camada de células mioepiteliais ao redor dessas. Este
componente mioepitelial pode ser formado por células morfologicamente similares a
camada luminal ou apresentar o citoplasma claro e nucleo hipercromatico. Os ductos
freqlentemente exibem material eosinofilico em seu interior e metaplasia escamosa.
As células mioepiteliais podem formar, ainda, um padrao reticular ou apresentar-se
na forma de lencol de células fusiformes, plasmocitéides ou hialinas. O componente
mesenquimal pode ser mucodide/mixéide, cartilaginoso ou hialinizado, e as vezes
este tecido forma a por¢ao mais volumosa da neoplasia (Barnes et al., 2005; Ellis;
Auclair, 2008).

A diversidade morfolégica desta lesdo ocorre devido a produgéo de
quantidades variaveis de matriz (mucopolissacarideo) pelas células ductais ou

mioepiteliais, a qual leva a formagao de metaplasias condréide e 6ssea (Dardick et
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al., 1983). Em glandula salivar maior, geralmente, o tumor apresenta-se
encapsulado, porém quando acomete as glandulas menores, a auséncia de capsula
é frequente (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).

O tratamento de escolha para os adenomas pleomoérficos de glandulas
submandibulares € a remog¢ao completa da glandula, para as glandulas menores é a
excisdo cirurgica com a remog¢ao de uma pequena porgdo de tecido normal
circundante. Nestas duas localizagdes as recidivas s&o raras. No entanto, quando
esta lesdo acomete as glandulas parétidas, no passado, era recomendada a
enucleagao cirurgica, porém esta abordagem apresentava altos indices de recidivas,
superior a 40% dos casos. Estudos recentes tém demonstrado a reducéo desta taxa
para indices inferiores a 1% com a implementacdo da parotidectomia parcial ou a
superficial total com preservacdo do nervo facial. A técnica conservadora de
dissecacao extracapsular também tem sido associada a baixas taxas de morbidade
(dano ao nervo facial e sindrome de Frey) e recorréncia de 2% dos casos. A
radioterapia pos-operatoria tem se mostrado benéfica nos casos de recorréncias
multifocais (Renehan et al., 1996; Hancock, 1999; Valentini et al., 2001; Speight;
Barrett, 2002; Mendenhall et al., 2008).

2.1.2 Carcinoma Ex-adenoma Pleomorfico

O Carcinoma ex-adenoma pleomorfico € um tumor que surge em locais
onde ha evidéncias histologicas de um adenoma pleomoérfico prévio, logo o
diagndstico requer identificagdo do tumor benigno prévio ou da presenca de areas
de adenoma pleomérfico dentro do carcinoma. Esta lesdo representa 9,5% dos
adenomas pleomorficos e 6% dos tumores malignos de glandulas salivares. O
carcinoma ex-adenoma pleomorfico surge em pacientes com idade um pouco mais
avangada, apresenta geralmente tamanho maior e possui maior tempo de duragao,
quando comparado a sua contraparte benigna (Speight; Barrett, 2002; Barnes et al.,
2005; Ellis; Auclair, 2008).

O Carcinoma ex-adenoma pleomorfico acomete as glandulas parétida,
submandibular, sublingual e menores, em ordem decrescente de frequéncia (Lewis

et al., 2001). A longevidade e a recorréncia parecem estar ligadas ao aumento do
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risco de transformacdo maligna dos adenomas pleomoérficos. Eneroth e Zetterberg
(1974) demonstraram que a incidéncia de transformagc&o maligna em adenomas
pleomdérficos aumenta com a duragdo do tumor. Eles observaram a incidéncia de
malignizacdo de 1,6% ou menos, em adenomas pleomérficos com 5 anos de
duracao e 9,6% em tumores presentes a mais de 15 anos.

Histologicamente, o tumor apresenta uma proporgao variavel de porgéo
benigna versus maligna. Ao contrario dos carcinomas, apenas as células epiteliais
sdo malignas. A maioria dos tumores ¢ infiltrativo, porém, raramente o carcinoma é
confinado em céapsula, sendo categorizados como in situ ou nao invasivo, e outras
vezes pode mostrar-se minimamente invasivo (£ 1,5 mm de penetracdo do
componente maligno na capsula). Devido a grande dificuldade na identificacdo de
um carcinoma ex adenoma pleomoérfico confinado em uma capsula, estudos
sugerem a analise da evolugdo da expressado das proteinas p53 e c-erB-2, neste
tumores, pois estas proteinas podem estar envolvidas nos estagios iniciais de
malignizac&o (Freitas et al, 2006). O carcinoma ex adenoma pleomorfico apresenta
uma grande variedade de tipos histologicos, podendo os elementos carcinomatosos
compreenderem um padrao de adenocarcinoma NOS, carcinoma do ducto salivar,
carcinoma mucoepidermdide, carcinoma adenodide cistico, ou outros. Padroes de
crescimento destrutivo e infiltrativo representam os critérios de diagnostico mais
confidveis. Embora o tumor possa apresentar células com nucleos hipercromaticos e
pleomorfismo, ocasionalmente podem apresentar minima atipia. Podem se observar
com frequéncia necrose e figuras de mitose, sendo mais comum em tumores de alto
grau. (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).

O tratamento para o carcinoma ex-adenoma pleomorfico deve ser
individualizado com base na localizacdo do tumor, envolvimento de estruturas
adjacentes, subtipos histologicos e grau de malignidade. Para a maioria dos tumores
de pardtida, a parotidectomia total deve ser realizada para remocgao de todo o tumor
e de nodulos intraparotideos. O nervo facial deve ser ressecado apenas se estiver
diretamente envolvido pelo tumor. Devido a alta taxa de metastase regional, de até
50% em alguns estudos, € recomendado o esvaziamento cervical nos casos de
tumores de alto grau. Para estas neoplasias de alto grau também é recomendada a
radioterapia pds-operatéria com a finalidade de reduzir a recorréncia local. Uma ou
mais recorréncias desta lesdo pode acometer 23 a 53% dos pacientes (Olsen;
Lewis, 2001; Ellis; Auclair, 2008).
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Diversos fatores histolégicos sao importantes para o estabelecimento
do prognodstico do paciente, como o tamanho do tumor, grau de malignidade,
proporg¢ao da porgéo benigna versus maligna e a extensao da invasao (Lewis et al.,
2001; Olsen; Lewis, 2001).

2.1.3 Carcinoma Adendide Cistico

O carcinoma adendide cistico € um tumor, geralmente de crescimento
lento e sintomatico devido a tendéncia de invasdo perineural. Este tumor acomete
pacientes de todas as idades, porém apresenta-se mais freqiente em adultos na
quinta e sexta décadas de vida e nao apresenta predilecdo por sexo, exceto em
tumores submandibulares, nos quais o sexo feminino € mais acometido. O
carcinoma adendide cistico compreende aproximadamente 10% de todas as
neoplasias epiteliais de glandulas salivares, 30% das neoplasias epiteliais e 35%
das neoplasias malignas de glandulas salivares menores (Loyola et al,1995; Barnes
et al., 2005).

Histologicamente apresenta aspecto basaldide caracterizado pela
proliferacdo de células epiteliais e mioepitelias diferenciadas dispostas em
configuragbes morfolégicas variadas, sendo estes padrées morfolégicos
classificados como tubular, cribriforme e sélido.

O padrao cribriforme é o mais frequente e o sélido o mais raro, no
entanto a mistura de padrdes, em uma unica lesdo, representa uma caracteristica
comum desta lesdo. O tipo de padrao predominante na lesdao tem influéncia no
comportamento e progndstico da neoplasia (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).

O padréo cribriforme é caracterizado pela aparéncia de queijo suigo,
com células neoplasicas formando ilhas contendo estruturas pseudocisticas
pequenas e circulares de diferentes tamanhos. Os pseudocistos, geralmente,
contém material amorfo, basofilico ou eosinofilico nos seus interiores. As células
tumorais s&o pequenas e cubodides, exibindo nucleos profundamente basofilicos,
formatos variados e citoplasma escasso (Barnes et al., 2005; Ellis ; Auclair, 2008).

O padrao tubular também é composto pelo dois tipos celulares (ductais

e mioepiteliais), porém as células com diferenciacao tubular sdo mais facilmente
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discerniveis. Muitos tumores com este padrao apresentam um lumen formado por
estas células ductais, as quais sdo circundadas por células com diferenciacdo
mioepitelial. As células mioepiteliais geralmente apresentam-se com nucleo
angulado e citoplasma claro. As células neoplasicas sao arranjadas em ilhas, as
quais sao separadas umas das outras por um estroma que pode mostrar-se fibroso,
hialinizado e, por vezes, confere a lesdo um padrdo, que alguns chamam de
“trabecular” (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).

O padrao sdlido é caracterizado pela proliferacdo de células na forma
de lengodis, com pouca ou nenhuma evidéncia de espagco semelhantes a cistos.
Individualmente as células sao semelhantes ao padrao cribrifrome e tubular, porém
apresentam nucleos maiores e menos angulados. O tipo celular predominante é o
mioepitelial basaldide, mas focos de células com diferenciagdo ductal também
podem ser vistas. As figuras de mitose, que ndo sdo comuns nos outros dois
padrdes, neste torna-se evidente. Pleomorfismo celular e necrose, também sao mais
evidentes neste padréo (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair, 2008).

A tendéncia a invasdao perineural nesta neoplasia €& bastante
conhecida, mas néao representa um fator patognoménico desta lesdo, podendo ser
comumente observada no adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade
dentre outros. A invasao neural, geralmente acomete a bainha do nervo, porém a
invasao propriamente do nervo também é observada em algumas lesdes. Diferente
dos outros tumores de glandulas salivares, o carcinoma adendide cistico tem a
propriedade de se infiltrar no nervo além das margens do tumor. Esta caracteristica
explica, em parte, as altas taxas de recorréncias desta lesdo e a sintomatologia
dolorosa, por vezes relatada pelos pacientes (Barnes et al., 2005; Ellis; Auclair,
2008).

O tratamento mais apropriado para este tumor em cabeca e pescogo
ainda néao foi completamente estabelecido. A escolha da modalidade terapéutica é
influenciada pela localizagéo, grau histologico, estagio e comportamento bioldgico.
Apesar da incerteza quanto a forma ideal de tratamento, muitos estudos tém
mostrado a eficacia da cirurgia e radioterapia para os carcinomas adendides cisticos
de cabeca e pescogo (Bradley, 2004). Quando o tumor acomete a glandula parétida
o tratamento mais adequado € a excisdo cirurgica com margens de seguranga com
preservacgao do nervo facial, caso este ultimo ndo esteja intimamente envolvido pelo

tumor, seguida de radioterapia pos-operatoria. Em glandula submandibular é
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recomendada remocdo total da glandula, esvaziamento cervical (regidao
supraomoiodea), seguida de radioterapia pos-operatoria. Ja em glandulas menores
€ sugerida a excisdo radical total seguida de radioterapia. (Bradley, 2004,
Triantafillidou et al., 2006).

O indice de recorréncia local do carcinoma adendide cistico é
aproximadamente 15 a 85% em estudos incluindo grandes séries de casos. Os
achados patoldgicos associados a maior indice de recorréncia sdo: margens
ressecadas positivas, localizagdo, grau de malignidade da lesdo, invaséo perineural
e a presenca de componentes neoplasicos com padrdo solido. Porém, neoplasias
com grau | de malignidade tém sido associadas a recorréncia precoce e risco
prematuro de desenvolvimento de metastase. A incidéncia de metastase a distancia
varia de 35% a 50% em média, com em acompanhamentos de 15 a 20 anos. A
metastase acomete com mais freqiéncia os pulmdes, porém alguns autores
sugerem que este dado pode estar sendo subestimado em relagdo aos o6rgaos
afetados pela lesdo, pois uma vez detectada a metastase pulmonar, nenhuma
investigacdo adicional é realizada. Os pacientes devem ser acompanhados por
longo periodo de tempo, pois a recorréncia e metastases podem ocorrer num longo
periodo apos tratamento (Spiro, 1997; Bradley, 2004; Kokemueller et al., 2004;
Barnes et al., 2005; Tincani et al., 2006).

A sobrevida em 5 anos € de aproximadamente 35%, porém em longo
prazo esta taxa cai para o equivalente a 20% dos casos. Oitenta a 90% dos
pacientes morrem em decorréncia da lesdo em 10 a 15 anos (Barnes et al., 2005;
Ellis; Aulclair, 2008).

A carcinogénese e os fatores que levam ao desenvolvimento dos
tumores de glandulas salivares permanecem obscuros, suscitando uma constante
busca por mais informacdes que levem ao esclarecimento desta dinamica, para o
estabelecimento de futuras acgdes preventivas e terapéuticas mais eficazes e
direcionadas aos fatores causais.

Diversos estudos tém investigado a participagdo de diferentes
alteracdes associadas a estas lesdes. Sendo estas, mutacdes, inativagao de vias

homeostaticas, dentre outras.
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2.2 Funcdo e interagao entre as proteinas Akt, MDM2, NFkB e PTEN

A proteina kinase B ou Akt € uma kinase serina/treonina, produto do
oncogene v-akt. Nos mamiferos, esta proteina apresenta trés isoformas conhecidas,
séo elas: PKBa (Akt1), PKBB (Akt2) e PKBy (Akt3). O PKB (Akt) é ativado em
células expostas a diversos estimulos como hormdnios, fatores de crescimento, e
componentes da matriz extracelular (Nicholson; Anderson, 2002). Acredita-se que os
subtipos de Akt compartilhem substratos similares, embora os niveis de expressao
sofram variacdo entre os tecidos. A Akt1 é o tipo predominante na maioria dos
tecidos. As proteinas Akt1 e Akt2 sdo expressas no cérebro, timo, figado, coracéo,
rins e pulmao, enquanto a Akt3 é frequentemente observada em altos niveis no
cérebro e testiculos e baixos niveis no coragdo, figado, pulmdo e musculo
esquelético (Coffer et al., 1998).

A diferentes isoformas da proteina Akt (Akt1/2/3) compartilham mais de
80% da identidade sequencial dos aminoacidos. As proteinas possuem um dominio
PH (do inglés pleckstrin homology) com cerca de 100 aminoacidos na regido N-
terminal, responsavel pela ancoragem na membrana, seguido por um dominio
catalitico, e uma regiao regulatéria C-terminal (Figura 2.1) (Nicholson; Anderson,
2002).
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Figura 2.1 - Estrutura da variante 1 da proteina Akt. Importantes residuos contidos dentro dos
dominios catalitico (Thr308) e regulatério (Sr473)

A proteina Akt faz parte da via de sinalizagdo da PI3K, sendo esta
ativada por uma grande variedade de fatores de crescimento incluindo fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator
de crescimento de fibroblasto (FGF), interleucina 3 e 6 (IL-3/6), e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Sob ativagdo, o receptor de fator de
crescimento ativa a subunidade catalitica do PI3K (p110) via recrutamento da
subunidade reguladora correspondente (p85) ou via ativagdo do Ras, o qual ativa

diretamente p110. O p110 fosforila o fosfoinositideo (Pl) na posicao D3 do anel
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inositol gerando PIP3. A unido do PIP3 ao dominio PH da proteina Akt representa
um passo essencial e limitante na sua ativacdo, pois esta unido promovera a
translocacdo do Akt para a membrana plasmatica, onde sera fosforilada pelas
proteinas PDK1, no residuo Thr 308, e pela PDK2, no residuo Sr 473 (Figura 2.1). A
fosforilagdo destes sitios é fundamental para completa ativagdo da proteina Akt
(Hay, 2005).
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Figura 2.2 - Mecanismo de ativagéo e principais alvos envolvidos na via de sinalizacdo da proteina
Akt responsaveis pela inibicdo da apoptose e proliferagéao celular

A proteina Akt ativada modula a fungdo de numerosos substratos
envolvidos na regulagdo da sobrevivéncia celular, progressdo do ciclo celular e
crescimento celular (Vara et al., 2004).

A ativacdo da Akt induz diferentes mecanismos de sobrevivéncia
celular. A proteina Akt inativa, através da fosforilagcao, fatores proapoptéticos como
as proteinas Bad e procaspase-9, assim como membros da familia Forkhead, os
quais induzem a expressao de fatores proapoptoéticos como o ligante Fas. Por outro

lado, a Akt também induz a ativagdo de proteinas reguladoras de genes com
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atividade antiapoptética como; CREB e IKK, sendo este ultimo regulador positivo da
proteina NF-kB, a qual é responsavel pela transcrigdo de outros genes que resultam
na sobrevivéncia celular, tais como Bcl-XL, inibidor de caspase, c-Myb (Figura 2.2)
(Testa e Bellacosa, 2001; Vara et al., 2004; Osaki et al., 2004)

Na via do Wnt, a inibicdo do GSK3 pelo Akt previne a fosforilagao de
moléculas de [-catenina citoplasmatica, impedindo a degradagdo da mesma e
promovendo sua translocagdo para o nucleo. Uma vez no nucleo, a B-catenina
combina-se com diferentes fatores de crescimento para induzir a expressado de
diversos genes, como a ciclina D1, o qual induz a progressao do ciclo celular via
regulacao da hiperfosforilagdo e inativagao da proteina Rb (Osaki et al., 2004).

A proteina Akt também fosforila as proteinas P21 e P27, inibindo desta
forma seus efeitos anti-apoptéticos pela retengédo das mesmas no citoplasma (Gao
et al., 2004). A proteina Akt é responsavel algumas vezes pela sintese de proteina
por, como exemplo, aumento da fosforilagdo de mTOR. A proteina mTOR ativada
promove translacdo de RNAm de ciclina D1 (Muise-Helmericks et al.,1998)

Um dos principais alvos da proteina Akt € a proteina Mdm2. A ativagéo
da proteina Akt resulta na fosforilagdo de Mdm2 nos sitios serina 166 e serina 186,
levando a translocacdo do Mdm2 do citoplasma para o nucleo e diminuido em
seguida os niveis celulares da proteina P53. Isto se explica pelo fato de a proteina
Mdm2 nuclear promover a exportacdo da proteina P53 para o citoplasma onde a
mesma sofrera degradagao (Mayo; Donner, 2001).

A proteina Akt tém sido apontada como uma proteina com papel
central no processo de tumorigénese de diversos canceres.

Esta importédncia se da por uma grande variedade de funcgdes
exercidas através de interacdo com diferentes substratos. A superexpressdo da
proteina Akt pode alterar a homeostasia celular mediante acbes, tais como:
autonomia na sinalizagdo de crescimento celular, através da hiper-responsividade a
niveis normais de fatores de crescimento; insensibilidade a sinais responsaveis pela
parada do crescimento, através da facilitacdo da entrada da proteina Mdm2 no
nucleo e posterior aumento da degradagdao da proteina p53, também da
translocacao das proteinas p21 e p27 para o citoplasma e estabilizacdo da proteina
Ciclina D1/D3; inibicdo da morte celular programada, através da inativagdo de
fatores pro-apoptéticos (BAD e pro-caspase 9), de fatores de transcrigcdo (familia

Forkhead) e ativacao de proteinas (IKK/NFkB) que levam a transcricdo de gene anti-
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apoptaoticos; potencial replicativo ilimitado, através da atividade da telomerase pela
fosforilagdo do hTERT(em inglés, human telomerase reverse transcription);
angiogénese sustentada através da ativacdo de eNOS (em inglés, endothelial nitric
oxide synthase); e por ultimo, metastase e invasao tecidual através estimulacéo de
secrecao de MMP (em inglés, matrix metalloproteinase) (Testa; Bellacosa, 2001).

Todas estas acgdes relativas a ativagcado da proteina Akt, descritas até
aqui, ocorrem no citoplasma das células, porém muito tem se investigado sobre a
atuagdo do Akt de localizagdo nuclear. Estudos tém demonstrado que a proteina
Akt, apds ativagao na membrana, pode sofrer translocagao para o nucleo. Tem sido
sugerida a hipotese de translocagdo por meio de proteinas transportadoras,
semelhante ao mecanismo utilizado pelas MAP kinases (Andjelkovic et al.,1997;
Méier et al.,1999).

O papel da proteina Akt nuclear ainda € incerto, mas investigagdes tém
demonstrado que a proteina Akt de localizagdo nuclear esta relacionada a
tumorigénese e a supressdo de estimulos apoptoticos, através do bloqueio de
DNase ativada por caspase e inibicdo da condensagao da cromatina (Martelli et al.,
2006). Lee et al. (2008), demonstraram que a proteina Akt, quando localizada no
nucleo e sob estimulacdo de fatores de crescimento, liga-se a fosfoproteina
nucleolar B23 protegendo-a da degradagdo por caspase-3, causando hiper-
regulagédo de sobrevivéncia celular. A proteina B23 é responsavel pela biogénese de
ribossomos e promog¢ao da entrada na fase S do ciclo celular.

Outra proteina importante na via de sinalizagao da Akt é o fator nuclear
(NF)-kB, este fator de transcricdo regula a expressado de diversos componentes do
sistema imune. Estes incluem citocinas pro-inflamatdrias; quimiocinas; moléculas de
adesao; e enzimas induziveis como: cicloxigenase-2 e sintase 6xido nitrico induzivel,
as quais regulam a resposta imune inata. A NFkB também regula proteinas
responsaveis pela resposta imune especifica, tais como: complexo de
histocompatibilidade, moléculas estimuladoras cruciais para indugdo da fase de
imunidade especifica e citocinas como Interleucina-2/-12 e Interferon-y, os quais
controlam a proliferagado de linfocitos e diferenciacdo. A desregulagdo do fator de
transcricao NFkB pode levar ao desenvolvimento de doencas auto-imunes e
inflamatdrias (Yamamoto e Gaynor, 2001).

Pelo fato da proteina NFkB também regular a expressdo de uma

grande variedade de proteinas que inibem a apoptose e promovem a
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proliferacdo/sobrevivéncia celular, também esta envolvida no processo de
carcinogénese (Karin et al., 2002).

A familia de proteinas NFkB consiste de cinco proteinas
estruturalmente relacionadas e funcionalmente conservadas: RelA (p65), RelB, c-
Rel, NF-kB1 (p50/p105) e NF-kB2 (p52/p100). Estas proteinas formam homo e
heterodimeros, nos quais as formas ativas mais comuns sdo p50/RelA e p52/RelA
(Gilmore, 2006).

A atividade da proteina NFkB é rigorosamente regulada pela interagao
com a proteina inibitéria IkB. Assim como o fator de transcricdo NFkB, ha varias
proteinas IkB (ex. IkBa, IkBB, IkBy, IkBg) que possuem diferentes afinidades para os
dimeros de NFkB. Estudos bioquimicos e determinagcdo estrutural direta tém
mostrado que as proteinas |kBs fazem multiplos contatos com a proteina NFkB.
Geralmente esta interacbes cobrem o sinal de localizagdo nuclear dos dimeros de
NFkB e interferem na seqiéncia envolvida com a unido com o DNA (Gilmore, 2006).

A maioria das células apresentam a proteina NFkB na forma latente,
inativa, formando complexo com a |IkB no citoplasma. A literatura descreve 2 vias de
sinalizagao principais para a ativagéo da proteina NFkB, as vias classica (candnica)
e alternativa (ndo-candnica). O fator regulador comum a essas duas vias € ativagao
do complexo IKK (IkB kinase) (Gilmore, 2006).

Outras vias tém sido descritas, porém permanecem com informacdes
incompletas e pouco precisas.

Na via classica, dimeros contendo Rel-A ou c-Rel associados a p50
encontram-se inativos no citoplasma pela interagdo com a |IkB (IkBa). Em muitos
casos, a unidao de um ligante ao receptor de superficie celular (ex. TNF-R, Toll-like
receptor) recruta adaptadores para o dominio citoplasmatico da membrana. Este
aglomerado de moléculas no receptor ativa o complexo IKK, o qual fosforila a
proteina IkB, levando-a a degradagéao por proteossomos. O NFkB livre do IkB, move-
se para o nucleo onde atua como fator de transcricéo de diversos genes (Figura 2.3)
(Dolcet et al., 2005; Gilmore, 2006).

Na via alternativa, a ativagdo ocorre em grande parte devido a ativagéo
do complexo p100/Rel-B, o qual encontra-se inativo no citoplasma. Esta via difere da
via classica apenas por certos sinais de receptores. Nela a proteina NFkB ¢é ativada
por membros da familia do fator de necrose tumoral (TNF), como BAFF (B cell

activating factor), que levam a indugédo da proteina NIK(NFKB inducing kinase), a
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qual fosforila IKKa, ativando-a. A proteina IKKa fosforilada (ativada) promove a
protedlise parcial e liberacdo de p53/RelB. Os dimeros, entdo, movem-se para o
nucleo, onde podem ativar os genes alvos (Figura 2.3) (Suh et al., 2004; Dolcet et
al., 2005; Gilmore, 2006).

Além destas duas vias descritas acima, ndo ha duvida da existéncia de
outras, tal como a via 3, na qual homodimeros (p50 ou p52) entram no nucleo, onde
se tornam fatores de transcricdo pela interacdo com co-ativadores semelhantes a
IKB. O mecanismo de regulagcdo desta via permanece incerto (Figura 2.3) (Suh et
al., 2004; Dolcet et al., 2005; Gilmore, 2006).

Nas trés vias descritas, modificacdes translacionais das subunidades
do NFkB podem modular sua atividade transcricional (Gilmore, 2006).

As proteinas PI3K e Akt tém sido requeridas para a ativagdo de NFkB,
induzida por TNFa e Interleucina 1 (IL-1), através da fosforilagdo e ativagdo da
subunidade p65. A proteina Akt tem sido implicada, também, na ativagdo de NFkB
induzida pela proteina Ras através da fosforilacdo e ativacao de IKKp e p38, uma
MAPK (mitogen-activated protein kinase Il), as quais permitem a ativacdo de p65 e
CK2 (casein kinase Il) resultando na fosforilagao direta da proteina IkBa.. Além disso,
estudos tém demonstrado que a ativagdo da proteina Akt, estimulada por IL-1,
ocasiona fosforilagdo da subunidade p50 de NFkB (Li; Stark, 2002; Ravi; Bedi,
2004).
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Figura 2.3 - Principais mecanismo de ativacao da proteina NFkB
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A ativacao da proteina NFkB, atua como regulador central de respostas
imunes inatas e adaptativas. Estas fungdes sao realizadas pela inducéo de genes,
os quais promovem inflamag&o, migragcado e ativagdo de leucdcitos. Além destas
acgdes a NFkB também age como um potente inibidor de apoptose, contribuindo
sobremaneira no processo de carcinogénese através de diversos mecanismos
(Karin et al, 2002).

Estudos tém demonstrado a participagdo da proteina NFkB na
regulagcdo negativa de p53 através do controle dos niveis de Mdm2, além da
regulacdo de genes com atividades antiapoptéticas que antagonizam a acgéo pro-
apoptética da p53 (Tergaonkar; Perkins, 2007).

A proteina NFkB pode ativar a transcricdo de varios genes envolvidos
na supressao da morte celular, tanto por via intrinseca (mitocondrial), quanto por via
extrinseca (receptor de morte celular). Na via extrinseca, a NFkB regula
positivamente proteinas que interferem na via de receptores de morte celular. Uma
destas proteinas alvo é a FLIP (FLICE-like inhibitory protein). A proteina FLIP
compartilha um alto grau de homologia com a caspase-8, porém perde sua atividade

de protease e compete com essa caspase pelo DISC (death-inducing signaling
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complex), inviabilizando apoptose via Faz ligante. Outras proteinas da cascata de
sinalizagao do TNFa, tais como TRAF2 e TRAF podem ser alvos da proteina NFkB.
Estas proteinas podem guiar a ativagao da via pro-sobrevivéncia pela TNF(Ravi;
Bedi, 2004; Dolcet et al., 2005).

Além de ativar genes responsaveis pela supressao da morte celular, a
NFkB também ativa genes que promovem a progressdo do ciclo celular, pela
regulacédo de maquinaria do ciclo celular, como ciclinas D1, D2 , D3 e clinina E, c-
myc e c-mycb. A expresséo de ciclina D1 induzida pela NFKB constitui um elemento
chave para o desenvolvimento de glandulas mamarias e carcinogénese destas
(Ravi; Bedi, 2004; Dolcet et al., 2005).

A proteina NFkKB ainda induz a expressao de moléculas de adeséao
(ICAM-1, E-selectina), e proteinas envolvidas na invasdo (matrix
metalloproteinases). Varios fatores angiogénicos, incluindo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), sao também promovidos por esta proteina, além da
expressao de cicloxigenase-2 (Ravi; Bedi, 2004; Dolcet et al., 2005).

Por ultimo, a regulagdo negativa da via do Akt ocorre atrvés da atuacéo
principalmente da proteina PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on
chromossome 10), codificada pelo gene supressor de tumor PTEN.

O PTEN é essencial para o crescimento embrionario, apresentando
altos niveis celulares durante o desenvolvimento humano da pele, tiredide, sistema
nervoso central e trato gastro-intestinal superior. Por outro lado, a mutagdo do gene
PTEN esta associada a sindrome de Cowden e doencas relacionadas ao
desenvolvimento de lesbes hiperplasicas (hamartomas) em multiplos érgéos e o
aumento do risco de desenvolvimento de transformag¢ao maligna.

A proteina PTEN possui um papel central na regulagdo negativa da
cascata da via de sinalizagdo da proteina Akt, consequentemente influencia
multiplas funcdes celulares, incluindo crescimento, sobrevivéncia, proliferacdo e
migracao celular. A desregulacdo da via desta proteina contribui para uma grande
variedade de canceres humanos. O PTEN representa um componente mais
comumente alterado na via de sinalizagdo PI3K/Akt nos tumores malignos humanos
(Chow; Baker, 2006).

A atuacao desta proteina ocorre predominantemente pela remogao de

fosfato da posicdo D3 do PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), assim
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antagonizando a agao de PI3K, consequentemente se opde a sinalizagdo anti-
apoptaotica da via PI3K/Akt, modulando a apoptose e o ciclo celular.

Sob condigdes de stress, a proteina p53 induz, inicialmente a
transcricdo de Mdm2 e na impossibilidade de reparo ao DNA danificado, a p53 induz
a transcrigcdo de PTEN que conduz a célula a morte celular programada via bloqueio
de p-Akt (Mayo; Donner, 2002). Logo, os efeitos da perda de expresséo de PTEN
sao predominantemente manifestados por mudangas no numero de células e pela
sobrevivéncia destas (Chow; Baker, 2006).

Além da atuacao na via da apoptose e ciclo celular, o PTEN também
participa da inibicao de motilidade e migragao celular de forma dependente e
independente da via PI3K/Akt, respectivamente. Estudos relatam a participacéo de
PIP3 na fosforilagdo de FAK, proteina responsavel pelo direcionamento da migragéao
celular mediada por integrinas através da fosforilagdo de p130. Esta agcédo explica a
atuagao do PTEN sobre essas proteinas dependentes da via PI3K/Akt (Gu et al.,
1999). De modo geral, os alvos em potencial da proteina PTEN variam de
receptores tirosina quinase e moléculas sinalizadoras citoplasmaticas a fatores de
transcrigdo no nucleo (Yin; Shen, 2008).

O papel da proteina PTEN no citoplasma ja foi incansavelmente
descrito na literatura, sendo a regulacdo negativa da via PI3K/Akt descrita como a
principal agcdo neste local, porém tem se tornado clara a localizagdo nuclear desta.
Apesar da falta de um sinal classico de localizacdo nuclear, sabe-se que a proteina
PTEN pode entrar no compartimento nuclear por diversos mecanismos, incluindo
difusdo simples, transporte ativo, exportacdo dependente de sinais citoplasmaticos e
importagdo dependente de ubiquitinizagdo (Planchon et al.,2008).

Estudos recentes tém demonstrado que a agao do PTEN nuclear difere
da acéao citoplasmatica da mesma, pois o PTEN nuclear participa da estabilidade
cromossOmica, no reparo do DNA, na parada do ciclo celular e na estabilidade
celular (Baker, 2007). Segundo Planchon et al. (2008), o equilibrio entre estas
funcdes é um fator importante para se determinar se a célula permanece benigna ou
se tornara neoplasica.

Por outro lado, um estudo recente demonstrou a participagcdo da
proteina PTEN nuclear na progressdo da fase G; do ciclo celular em células

neoplasicas (Jacob et al., 2009).
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2.3 Akt, MDM2, NFKkB e PTEN Expresséo e interacdo em neoplasias

Agrawal et al (2006), ao realizarem uma revisao de estudos sobre a
regulacao da via que envolve 0 Mdm2 e o p53 em cancer de mama, sugeriram que 0
tratamento efetivo para o carcinoma de mama pode ser descoberto se todo o
mecanismo que envolve estas proteinas for elucidado. Esta via mostrou esperanca
desde a descoberta das frequentes mutacbes do p53 associadas as diversos
canceres humanos. Os marcadores podem torna-se eficazes no tratamento de
diversos tumores, se 0 caminho dos supressores puder ser prevenido de ativadores
que anulam os efeitos dos supressores.

A proteina Akt fosforila e regula a fungdo de muitas proteinas celulares
envolvidas em processos que incluem metabolismo, apoptose, proliferacdo celular e
esta diretamente relacionada a atuacao da proteina Mdm?2.

Recentes evidéncias indicam que a proteina Akt encontra-se
constitutivamente ativa em diversos canceres humanos. A ativacado constitutiva da
Akt pode ocorre devido a amplificagcdo do gene akt ou como resultado de mutagdes
em componentes da via de sinalizagdo, os quais ativam a proteina Akt. Acredita-se
que a superexpressao desta proteina promove a proliferacdo e o aumento da
sobrevida celular, além de contribuir com a progressédo do cancer (Nicholson;
Anderson, 2002).

Arboleda et al. (2003), analisaram a contribuicao da proteina Akt2 na
progressao tumoral, através da transfeccdo de cDNA de Akt2 em carcinoma de
mama e de ovario. A Akt2 transfectada demonstrou aumento da adesao e invasao
através do colageno |V devido a regulagao positiva da integrina B1. Estes resultados
indicam que o Akt2 regula os efeitos dependentes da via PI3K na adesao,
motilidade, invas&o e metastase in vivo.

Rudelius et al.(2006), investigaram o status da proteina Akt e de seus
alvos downstream em linhagens celulares e blocos de linfoma de célula do manto,
com a finalidade de estudar a possivel participacao da via do Akt na carcinogénse
destes linfomas. Os achados do estudo demonstraram que a o Akt estava fosforilado
em todos os casos agressivos (12 casos), em contraste com os resultados obtidos
nos linfomas de baixo grau, o Akt fosforilado estava presente em apenas 5 dos 16

casos. Observaram, ainda que a expressdao do p-Akt estava acompanhada da
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fosforilagdo de proteinas downstream, incluindo Mdm2 e a inibicdo da via PI3K/Akt
reduziu a fosforilagdo do Mdm2, levando a parada do ciclo celular ou apoptose.

Asano et al. (2004), analisaram oito linhagens e 17 carcinomas de
pancreas, com objetivo de investigar a possivel participagdo da via do PI3K/Akt
nestes carcinoma. Os resultados demostraram que a via do PI3K/Akt encontra-se
constitutivamente ativada em carcinoma de pancreas e esta ativagdo pode ser
devido a expressao aberrante de um antagosnista natural desta via (MMAC/PTEN).

Rearranjos ou delegdes de cromossomo afetando o locus NF-kB2,
resulta na perda de anquirina de p100 e geragao de proteina p52 constitutivamente
ativa. Essa condigao tem sido observada em linfomas de célula T, linfomas de
células B e mieloma multiplos. Algumas leucemias linfociticas de células B podem
apresentar translocacao t(14; 19)(q32;913). Esta translocagéo resulta no aumento da
expressao de Bcl-3 que atua como um co-ativador transcricional dos homodimeros
p50 ou p52, permitindo um aumento da atividade de NFkB e sobre-expressao de
seus alvos como a ciclina D1 (Dolcet et al., 2005)

Park e Kim (2007), estudaram a incidéncia da ativagao da proteina Akt
em 127 casos de carcinoma ductal invasivo de mama através na expressao imuno-
histoquimica, em bloco de TMA, das proteinas p-Akt, HER-2, p53 e Ki67,
correlacionando com variaveis clinico-patologicas. Os autores demonstraram que a
ativacado da via do Akt mostrou forte associacdo com a superexpressdo de HER-2,
sendo estes resultados consistentes com muitos estudos in vitro, também foi
demonstrada a correlagao positiva entre pAkt e receptores hormonais, a qual sugere
0 possivel mecanismo de resisténcia endocrina nos canceres de mama ER-positivo.
Estes resultados também sugerem um valor prognéstico do p-Akt e sua importancia
na predicdo de resposta terapéutica em carcinoma ductal invasivo de mama.

Laezza et al. (2010), investigaram o mecanismo molecular do N°-
isopentenyladenosine (i6A) como agente anticancer em linhagem de carcinoma de
mama MDA MB 231. O tratamento com i6A diminuiu a proliferacao celular desta
linhagem de maneira dose-dependente pela para do ciclo celular na fase Go/G+. Este
efeito foi fortemente associado com a concomitante diminuicao nos niveis de ciclina
D1, ciclina E, cdk2, e aumento de p21 e p27. Além disso, i6A também induziu a
morte celular por apoptose através do aumento da expressido de Bax, e diminui¢cao
nos niveis de Bcl-2 e Bcl-XL, e subseqliente ativacdo da via apoptoética mitocondrial.

Os autores observaram que i6A suprimiu a via do NFkB nuclear e inibiu a ativagao
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de Akt. Os resultados deste estudo indicaram que i6A diminui a proliferagao celular e
induz a morte celular por apoptose em células de carcinoma de mama humano,
possivelmente pela diminuicdo da transducéo de sinais através da via de sobrevida
celular Akt/NFkB.

Porém, estudos demonstraram que a ativagado da proteina NFkB em
carcinoma de mama é confinada, predominantemente aos subtipos estrogeno-
negativos, particularmente aqueles que expressdo membros da familia de
receptores EGF (Biswas et al., 2004; Singh et al., 2007).

Segundo Freeman et al. (2003), muitas mutagdes relacionadas a varios
tipos de neoplasias malignas tém sido mapeadas no interior do dominio catalitico de
PTEN, sugerindo que a atividade fosfatase é requerida para a supresséo tumoral.

Chang et al. (2003) demonstraram que PTEN €& capaz de regular
negativamente a transcricdo da proteina Mdm2 ao interagir com a regido promotora
P1, independente da agao de p53 em linhagem de carcinoma de prostata.

Backlund et al. (2003) encontraram associagdo entre a perda de
atividade da proteina PTEN selvagem e a sobrevida em pacientes com glioblastoma.
Os autores fizeram analise genética de 129 glioblastomas utilizando PCR,
sequenciamento e analise microsatélite. Esses resultados foram corroborados por
Zhou et al. (2003) que ao investigarem glioblastomas, através da avaliagdo de cDNA
pelo método de PCR em tempo real, concluiram que os niveis de expressido de
PTEN podem funcionar como marcadores progndsticos para esta neoplasia. Smith
et al. (2001) também associaram a mutacao no gen de PTEN com o prognéstico em
gliomas, apos analisar, através de PCR e sequenciamento de DNA 111 amostras de
gliomas.

A inativacdo do PTEN foi primeiramente relatada em pacientes
portadores da sindrome de Cowden (Dahia et al.,, 1997; Liaw et al., 1997). Logo
depois surgiram outros relatos da inativagdo desta proteina em carcinomas de
mama esporadicos, sem relagdo com a sindrome (Teng et al., 1997; Garcia et al
1999)

Yang et al. (2010), compararam o espectro de mutagdo do PTEN em
cancer de mama e hiperplasia de tecidos mamarios através da analise da
amplificagdo por PCR de 50 casos de cancer de mama, com respectivos tecidos
adjacentes, e 50 casos de lesdo benigna mamaria. Observaram que a mutagao do

PTEN é relativamente alta em pacientes com cancer de mama esporadicos e afeta o
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estagio inicial do desenvolvimento deste carcinoma. Demonstraram, ainda, o efeito
da mutacdo do PTEN na expressdo silenciada da proteina PTEN, indicando o
importante papel da mutagdo do PTEN na carcinogénese do carcinoma de mama.

A expressdao nuclear da proteina PTEN tem apresentado funcéo
reguladora do ciclo celular em fases distintas, dependendo do tipo celular estudado.
Segundo Ginn-Pease e Eng (2003), nas células MFC-7 de carcinoma de mama, os
niveis nucleares e citoplasmaticos da proteina PTEN sao flutuante de acordo com o
ciclo celular. Os autores também observaram que os maiores niveis de PTEN
nuclear coincidiram com as fases G0-G1 do ciclo, indicando que o PTEN nuclear
apresenta um papel modulador no ciclo celular.

Jacob et al.(2009) investigaram, em linhagens de melanoma, a
compartimentalizagado nucleo/citoplasma da proteina PTEN e sua interferéncia no
ciclo celular. Os resultados demonstraram que a proteina PTEN de localizagao
nuclear esta envolvida na progressdo da fase G2 do ciclo celular, possivelmente
através de CDC2 (cyclin —dependent kinase).

Zhou et al.(2000) analisaram a localizagdo subcelular do PTEN em
melanomas primarios e metastaticos. Foi observada completa perda de expressao
da proteina PTEN nuclear nos melanomas metastaticos.

Apesar de muitos esforcos por parte da comunidade cientifica em
elucidar o papel da proteina PTEN nuclear, pouco se sabe o porqué proteina PTEN
esta regulando o ciclo celular em carcinoma de mama e ainda esta envolvido na fase
G2 em melanomas (Jacob et al., 2005; Baker, 2007).

Kimura et al.(2004) demonstrou uma diminuicdo de expressdo da
proteina PTEN em adenocarcinomas endometrial endometridide que apresentavam
altos niveis de receptores de estrégeno e progesterona. Além disso, observaram
correlacao da expressao de PTEN com a regulagao do ciclo celular.

A expressao de PTEN mostrou-se diminuida em carcinomas de mama
e endometriais hormdnio positivos (Kappes et al., 2001). Jacob et al. (2009) sugerem
que este diferente mecanismo de acdo em tecidos e tumores responsivos para

hormoénios.
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2.4 Akt, MDM2, NFkB e PTEN Expressdo e interacdo em neoplasias de

glandulas salivares

Varios estudos tém sido realizados na tentativa de se desvendar as
proteinas responsaveis pela tumorigénese ou pelos diferentes comportamentos nas
neoplasias de glandulas salivares.

Araujo et al. (2000), avaliaram 20 tumores de glandulas salivares
menores incluindo 7 adenocarcinomas polimorfo de baixo grau de malignidade, o
carcinomas adenoides cisticos, 3 adenocarcinomas de células acinares e 2
adenomas pleomoérficos através da expressdo imuno-histoquimica da proteina
Mdm2 e do status do gene p53 através da técnica de PCR. Os autores nao
observaram nenhuma alteragdo sugestiva de mutagcdo do gene p53 (exon 5 a 8),
porém observaram uma intensa expressao imuno-histoquimica para a proteina
Mdm2 em todas as neoplasias analisadas. Os resultados sugeriram um mecanismo
alternativo envolvido com a tumorigénese.

Schlott et al. (2001) analisaram o status do gene MDM2 e a expressao
imuno-histoquimica da proteina correspondente em tumores benignos e malignos de
glandulas salivares, sendo estes 6 adenomas pleomorficos, 3 tumores de warthin, 1
adenocarcinoma, 1 adenocarcinoma de células basais, 1 carcinoma
mucoepidermodide, 3 carcinomas de células acinares e 2 carcinomas adendides
cisticos. Os autores nao observaram alteragcdo no gene MDM2, porém foi notado o
acumulo nuclear da proteina Mdm2 em 3 tumores malignos (1 adenocarcinoma de
células basais, 1 adenocarcinoma e 1 carcinoma mucoepidermoide), ao passo que
nenhum tumor benigno expressou a proteina.

Roijer et al. (2002) realizaram, em caso de carcinoma adendide cistico
em estagio inicial de desenvolvimento,um estudo com o intuito de caracterizar os
eventos genéticos que levam a translocagcdo, delecdo, amplificagcdo e
superexpressdao do gene MDM2. Os resultados sugeriram que a amplificagdo e a
superexpressao do Mdm2 constituem um evento genético importante, o qual pode
contribuir para a transformagéao maligna de adenomas pleomorficos.

Mantesso et al. (2004) analisaram a expressdo do RNAm do gene
MDM2 através da técnica de PCR diferencial e a correlacdo desta com a

imunoexpressdo das proteinas p53 e p21, analisada por imunofluorescéncia em
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linhagens celulares de neoplasias de glandulas salivares. Os autores observaram a
superexpressdao do RNAm do MDM2, na maioria da linhagens estudadas; uma
marcagao variavel para proteina p53 nas neoplasias malignas e ausente nas
benignas ; e marcagao para a proteina p21 foi observada apenas nas neoplasias
benignas, sendo esta restrita a poucas células. Baseado nos resultados, foi sugerido
que a superexpressao do MDM2 pode estar envolvida na génese das neoplasias de
glandulas salivares e que a participagdo das proteinas Mdm2, p53 e p21 ocorrem de
forma variada, dependendo na neoplasia em questéao.

Shen e Sun (2005) investigaram a expressao de PTEN e PKB em
carcinomas adenoides cisticos de glandula salivar e sua correlagdo com dados
clinicos, para isto 63 casos de CAC foram analisados pela técnica de imuno-
histoquimica. Ja expressdo do PTEN foi observada em 36% dos CACs
metastaticos, em 68,42% dos CAC primario, e em 84,21% dos tecidos néao-
neoplasicos vizinhos a lesdo. Enquanto a expressao da proteina PKB foi observada
em 96% dos CACs metastaticos, 71% dos ndo-metastaticos e 52.63% dos tecidos
nao neoplasicos vizinhos a lesdo. Os autores concluiram que a expressao das
proteinas PTEN e PKB pode ser relacionada com a ocorréncia e progressao de
CACs, podendo, ainda haver influéncia destas, na ocorréncia de metastases.

Lima et al. (2009) avaliaram a correlacdo entre a expressdo das
proteinas Mdm2, p53, p21 e p-Akt em linhagem celular e blocos parafinados de
carcinoma adendide cistico. Os resultados demonstraram superexpressao das
proteinas Mdm2 e p-Akt , variavel expressao da proteina p53 e auséncia de
expressao para proteina p21, porém nao houve diferengas estatisticas na entre os
tipos histolégicos. Marques et al. (2008), avaliaram as mesmas proteinas do estudo
de Lima et al. (2009), em adenomas pleomorficos e mioepiteliomas e também
observaram a superexpressao das proteinas Mmd2 e p-Akt, porém com auséncia de
expressao para as proteinas p53 e p21.

Zhang e Peng (2009) com o intuito de comparar a habilidade de
angiogénese de duas linhagens metastaticas de carcinoma adendide cistico de alta
taxa de metastase (ACC-M) e baixa taxa de metastase (ACC-2), analisaram a
atividade de NFkB e a expressdao de VEGF nestas linhagens. Os autores
observaram que as taxas de atividade da proteina NFkB e a expressdo de RNAm do
VEGF foram significativamente maiores na linhagem com alta taxa de metastase,

além disso, a expressao do RNAm do VEGF foi diminuida pela inibicdo da atividade
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da NFkB. Os autores concluiram que a linhagem ACC com alta taxa de metastase
pode apresentar uma grande habilidade de angiogénese.

Volker et al. (2009) analisaram a express&o imuno-histoquimica de 29
carcinomas adendide cisticos (subtipo cribiforme) para as proteina p-Akt, TKTL-1
(transketolase like 1), M2PK (M2 pyruvate kinase) e GLUT-1, correlacionando com
os dados clinicos. Avaliaram, também, a proliferagcdo celular através da expressao
da proteina Ki67. Os autores constataram que apenas a expressao da proteina p-Akt
estava significativamente associada com o maior risco de recidiva pela analise
multivariada. Mediante os resultados obtidos, sugeriu-se a possibilidade de
abordagem terapéutica direcionada a inibigao da via PI3K/Akt.

Sun et al. (2010) realizaram um estudo in vivo com verificagdo in vitro
com a finalidade de investigar os efeitos da quercetina (flavonoide natural) no
crescimento e apoptose de carcinoma adendide cistico de glandula salivar. Os
resultados do ensaio de MTT demonstraram que a quercetina diminui a viabilidade
de ambas as linhagens metastaticas estudadas (ACC-M, ACC-2) de maneira tempo
e concentracdo dependente. Além disso, o tratamento resultou em significativa
aumento na apoptose destas células. Os dados da pesquisa revelaram que a
apoptose induzida por quercetina, ocorreu através da via dependente de
mitocdndria, demonstrando desta forma intima correlagdo com a regulagado negativa
da via PI3K/Akt/IKK-a/NFkB. Os experimento in vivo, demonstrou resultados ainda
mais interssantes devido a diminuicao do crescimento do carcinoma adendide cistico
em camundongos nude, acompanhado pela indu¢do da apoptose das células
tumorais, supressao da translocagcao de NFkB, assim como regulagdo negativa das
proteinas Akt e IKK-a. Os autores concluiram que a Quercetina pode ser um agente

quimioterapico promissor pela agao reguladora sobre a via PI3K/Akt/IKK-a/NFkB.
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3 PROPOSICAO

Analisar a via do Akt através do estudo da expressao das proteinas
PTEN e NF-kB utilizando as técnicas de imunohistoquimica, western-blotting e
imunofluorescéncia; e a influéncia desta via sobre a expressdo da proteina Mdm2
através da analise da co-imunoprecipitacdo das proteinas Mdm2/pAkt e PTEN/Akt

em neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo sob o parecer de numero
171/07 (Anexo A)

O projeto também foi submetido e aprovado pelas demais instituicoes
envolvidas no trabalho, sendo estas representadas pelo Hospital do Cancer de
Pernambuco e Universidade de Sheffield (UK).

4.1 Casuistica

As amostras do presente estudo sdo compostas por linhagens
celulares e cortes de blocos parafinados provenientes de tumores benignos e
malignos de glandulas salivares, e glandulas salivares normais, as quais foram
usadas como controle.

Para as reagbes de western-blotting, imunofluorescéncia e co-
imunoprecipitacdo foram utilizadas linhagens celulares derivadas de: adenoma
pleomdfico (AP4), carcinoma adendide cistico (CAC2) e, como controle, foi utilizada
uma linhagem de queratinécito com p53 mutante (Hacat). As localizacbes dos
tumores estdo descritas na tabela 4.1. A linhagem AP4 foi gentilmente cedida pelo
departamento de Patologia Bucal da Faculdade S&o Leopoldo Mandic e as demais

sao provenientes da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo.

Tabela 4.1 - Relagéo das linhagens de neoplasias de glandulas salivares

Linhagem Neoplasia Localizacao
AP4 Adenoma Pleomorfico Parétida
CAC2 Carcinoma Adendide Parétida

Cistico
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Os casos de tumores de glandulas salivares e glandulas salivares
normais, utilizados neste trabalho foram selecionados do arquivo do Servigo de
Anatomia Patologica da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(FOUSP), do Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP) e da Universidade de
Sheffield (UK), sendo estes blocos obtidos de bidpsias ou pegas cirurgicas. Foram
utilizados 45 adenomas pleomorficos, 38 carcinomas adendide cisticos, 13
carcinomas ex-adenomas pleomorficos e como controle foram utilizados 7 glandulas
salivares normais. Um carcinoma epidermoéide foi utilizado como controle positivo
nas reagbes de imuno-histoquimica. A origem, localizagdo, sexo, idade e tipo
histolégico (quando se aplicar) estao descritos na tabela 4.2, 4.3 e 4.4.

Cortes corados em hematoxilina e eosina dos tumores supracitadas
foram submetidos a um estudo morfolégico em microscopia de luz, realizado por
quatro patologistas experientes para confirmagao do diagnéstico. Todos os casos

duvidosos foram excluidos da amostra.



Tabela 4.2 - Relagdo dos adenomas pleomérficos incluidos no estudo
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Caso Origem Localizacéo exo Idade
1 FOUSP Palato F 31
2 FOUSP Parétida F 28
3 FOUSP Palato M 20
4 FOUSP Parétida F 50
5 FOUSP Mucosa Jugal F 20
6 FOUSP Parétida F 51
7 FOUSP Palato F 62
8 FOUSP Glandula Submandibular F 16
9 FOUSP Mucosa Jugal M 25
10 FOUSP Palato M 42
11 FOUSP Palato M 15
12 FOUSP Palato F 42
13 FOUSP Labio F 71
14 FOUSP Mucosa Jugal M 49
15 FOUSP Palato F 50
16 FOUSP Palato F 32
17 FOUSP Palato F 63
18 FOUSP Labio M 50
19 FOUSP Mucosa Jugal F 67
20 FOUSP Palato F 19
21 FOUSP Labio M 44
22 FOUSP Maxila F 79
23 FOUSP Labio F 60
24 FOUSP Palato F 53
25 FOUSP Palato F 50
26 FOUSP Maxila F 29
27 FOUSP Glandula Submandibular F 32
28 FOUSP Mucosa Jugal M 50
29 FOUSP Labio F 30
30 FOUSP Palato M 66
31 FOUSP Mucosa Jugal M 39
32 UShef Parétida M 43
33 UShef Palato M 62
34 UShef Mucosa Jugal F 61
35 UShef Palato F 63
36 UShef Palato M 55
37 UShef Mucosa Jugal F 69
38 UShef Palato F 70
39 UShef Mucosa Jugal F 39
40 UShef Palato M 23
41 UShef Parétida M 17
42 UShef Parétida F 47
43 UShef Palato M 60
44 UShef Parétida F 46
45 UShef Glandula Submandibular M 27
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Tabela 4.3 - Relagao dos carcinomas adendides cisticos incluidos no estudo

Caso Origem Localizacéo Sexo Idade | Tipo Histoldgico
1 HCP Seio Maxilar M 63 Sélido
2 HCP Assoalho Bucal M 81 Cribriforme
3 HCP Assoalho Bucal M 71 Sélido
4 HCP Parétida F 53 Tubular trabecular
5 HCP Palato F 40 Cribriforme
6 HCP Mucosa Jugal F 40 Tubular
7 HCP Mucosa Jugal M 56 Cribriforme
8 HCP Lingua F 48 Cribriforme
9 HCP Lingua M 46 Cribriforme
10 HCP Seio Maxilar F 70 Cribriforme
11 HCP Parétida F 70 Sdlido
12 HCP Lingua F 68 Trabecular Tubular
13 HCP Mucosa Jugal F 77 Cribriforme
14 HCP Labio F 44 Cribriforme
15 HCP Seio Maxilar F 91 Cribriforme
16 HCP Parétida F 24 Cribriforme
17 HCP Lingua M 62 Tubular
18 HCP Palato F 47 Tubular
19 HCP Seio Maxilar F 66 Cribriforme
20 HCP Parétida M 24 Cribriforme
21 HCP Seio Maxilar F 60 Cribriforme
22 HCP Regido Retromolar F 32 Tubular
23 FOUSP Maxila F 26 Cribriforme
24 FOUSP Mucosa Jugal M 45 Cribriforme
25 FOUSP Labio F 70 Cribriforme
26 FOUSP Labio F 45 Tubular
27 FOUSP Assoalho Bucal M 67 Tubular
28 UShef Palato M 49 Tubular
29 UShef Palato F 66 Tubular
30 UShef Maxila F 84 Sdlido
31 UShef Palato F 26 Sdlido
32 UShef Maxila F 48 Cribriforme
33 UShef Glandula F 5 Tubular

Submandibular

34 UShef Maxila F 68 Sdlido
35 UShef Maxila M 31 Tubular
36 UShef Labio F 33 Cribriforme
37 UShef Maxila M 62 Sdlido
38 UShef Lingua M 48 Sdlido




Tabela 4.4 - Relagao dos carcinomas ex-adenomas pleomarficos incluidos no estudo
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Caso Origem Site Sex Age
1 UShef Paroétida F 46
2 UShef Parétida M 60
3 UShef - M 55
4 UShef Labio F 66
5 UShef Parotida F 60
6 UShef - F 51
7 UShef Parétida M 43
8 UShef Glandula Submandibular F 47
9 UShef Tuberosidade Maxilar F 51
10 UShef Glandula Submandibular F 45
11 UShef Glandula Submandibular F 80
12 UShef Lingua M 59
13 UShef Parétida M 62
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4.2 Cultivo Celular

Todos os procedimentos do cultivo celular foram realizados em capela
de fluxo laminar para manutencao da esterilidade dos materiais, suplementos e meio
de cultura utilizados. As células foram descongeladas em banho Maria a 37° C por 2
minutos e transferidas para placas de Petri de 75 cm?, contendo 15 ml de DMEM
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO-USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab Ltda., Campinas,SP, Brasil), 1% de solugao antibidtica-antimicotica
(Sigma) e mantidas em estufa a temperatura de 37° C, em atmosfera umida,
contendo 5% de CO, . Apds as células aderirem, o meio de cultura foi trocado,
dentro de um periodo de 24 horas, para que os efeitos citotoxicos do di-metil
sulfoxido (DMSO-Sigma) nao produzirem qualquer alteragdo nas células. O
crescimento das células foi monitorado em microscopio invertido de fase, e 0 meio
de cultura trocado sempre de acordo com o metabolismo celular, mas nao
ultrapassando trés dias consecutivos. O método visual foi utilizado para verificar a
necessidade de troca de meio de cultivo com a utilizagcdo de microscopio invertido de
fase (Zeiss- Axiovert 25- Carl Zeiss, Oberochen, Alemanha) e aspectos como:
vitalidade celular e mudanca na coloracdo do meio também foram levados em
consideracao.

Apdés atingirem sub-confluéncia (75% do fundo da placa
aproximadamente), as células foram subcultivadas de acordo com a necessidade de
novas placas. O meio de cultura foi removido, as placas com a monocamada celular
lavadas com PBS, sem calcio e magnésio, pH 7.2 e entdo separadas com 2 ml de
solucdo de tripsina (Sigma) 0,25% com EDTA 1mM (Sigma) durante
aproximadamente 3 a 5 minutos, dependendo do tipo celular, em temperatura de 37°
C. O meio de cultura foi utilizado para inativar a enzima, e as células em suspensao
foram centrifugadas a 300 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente. Apds a
aspiracao do sobrenadante, o precipitado de células foi ressuspendido em meio de
cultura fresco e aliquotas distribuidas em novas placas para novo crescimento

celular.
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4.3 Western Blotting

Para o estudo da expressao das proteinas, foi realizada a extracédo das
proteinas das células cultivadas. Apds a sub-confluéncia (75% da area cultivavel
aproximadamente), o meio foi removido e as células, lavadas 2 vezes com PBS a
frio e colocadas sobre o gelo (4° C). Foi adicionado 0,5 ml/placa de tampao RIIPA
com inibidor de protease e as células foram incubadas por 10 minutos a 4° C e sob
agitacdo. As placas foram raspadas e o lisado, entdo, centrifugado a 13.000 rpm por
10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado e estocado a - 80° C.

Quantificaram-se as proteinas dos lisados através do método do acido
biocinconinico (BCA Protein Assay Reagente Kit-Pierce) que tem por principio a
reacao de peptideos das amostras com o cobre resultando na redu¢gdo do mesmo,
formando o complexo de peptideos com cation cuproso. Por sua vez, o acido
biocinconinico reage com o cation cuproso, formando o complexo BCACu+,
produzindo uma cor purpura que € lida no espectofotdmetro, no comprimento de
onda de 562nm. Ou seja, quanto mais intensa for a cor purpura, ocorrera mais
absorcgao de luz, significando maior quantidade de proteina.

As amostras foram, entdo, analisadas por western-blotting, que sera
descrito a seguir.

A mesma quantidade de proteina total foi utilizado nos grupos
estudados, assim pbde-se comparar a expressdo das proteinas analisadas nas
linhagens e estudo. As aliquotas previamente quantificadas foram fervidas por 5
minutos com tampao de amostra para a desnaturagado das proteinas (sample buffer),
contendo 3% de dodecil sulfato e sédio (SDS), 150 ml tris pH 6.8, 15% de
mercaptoetanol, 30% de glicerol e 0.01% de azul de bromofenol. Em seguida, foi
aplicado 20ug de proteina total com o 6ug tampéo de amostra por canaleta, as quais
foram empilhadas em gel de empilhamento (preparados com 0.15M tris, 30% bis-
acrilamida, 10% SDS, 20% persulfato de aménia e TEMED), separadas em gel de
poliacrilamida 10% (Tabela 4.5).

Para a eletroforese foi utilizada tensdo de 120V e corrente elétrica de
100 mA por 180 minutos utilizando-se como padrdo de peso molecular o

Kaleidoscope Prestained Standards (Biorad).
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Tabela 4.5 - Volume de reagentes utilizados no gel 10% acrilamida com SDS

Gel de Separacao Gel de Empilhamento
10%

Agua Deionizada 16.1 ml 12 ml

Acrilamida 13.3 mi 2.66 mi
Separating Buffer 10 mi -

Stacking Buffer 4x - 5ml
SDS 10% 0.4 ml 0.2 ml
Persulfato de Aménia 400 pl 200 pl

TEMED 26.6 pl 20 pl

A transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose
(Amersham) foi realizada por eletro-transferéncia umida com utilizagao do tampao de
transferéncia (48mM Tris-Base; 39 mM Glicina, 20% Metanol; pH 8.3) como
recomendado pelo fabricante e foi utilizada uma tensdo de 100V e corrente elétrica
de 70 mA por 180 minutos. Apds a transferéncia, a membrana foi submetida a fase
de bloqueio.

Para o bloqueio dos sitios inespecificos de ambos anticorpos (PTEN e
NFkB) foi utilizada solugdo de 5% de leite em p6 desnatado em TBST por 2 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Em seguida, o anti-soro de interesse (PTEN e
NFkB) diluido em solugéo de 5% de leite em pd desnatado em TBST, logo depois,
incubado durante 60 minuto em temperatura ambiente sob agitacado (Tabela 4.6).
Apoés o periodo de incubagédo, realizaram-se 3 lavagens de 10 minutos em TBST
para remog¢ao do anticorpo n&o adsorvido. O anticorpo secundario (conjugado com
peroxidase) foi, entdo, aplicado por 45 minutos e depois a membrana foi lavada 2

vezes com TBST por cinco minutos e 2 vezes com PBS 1x.
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Tabela 4.6 - Relag&o de anticorpos utilizados no western-blotting

Soro Tipo [ ] Procedéncia Clone Incubacéo
PTEN Monoclonal 1:50 Santa Cruz A2B1 90 min
NFkB Policlonal 1:100 Zymed P65 90 min

A revelacido da reacao foi realizada pelo método colorimétrico, através
da utilizagdo do kit Opti 4CN (Bio-rad). Foram utilizados 0.25 ml para cada cm? da
membrana. Para cada 10 ml do diluente preparado adicionou-se 0.2 ml de substrato,
logo depois a solugao foi deixada em contato com a superficie da membrana por 45
minutos, seguida de lavagem em agua deionizada por 15 minutos, assim estava
pronta para documentacdo fotografica. Esta reagdo produziu uma coloragao
enegrecida nas bandas positivas para o anticorpo primario de interesse (Tabela 4.6).

Como controle positivo das proteinas foi utilizada a linhagem Hacat, a
qual apresenta superexpressao de ambas as proteinas estudadas (PTEN e NFkB).

Como controle da quantidade total de proteinas aplicada em cada
canaleta, foi realizada a reagdo com o anticorpo anti -actina, pois o mesmo
representa uma proteina estrutural presente em todas as linhagens celulares.

As imagens foram adquiridas por um escaneador de imagens e as
bandas das proteinas das amostras e controles foram comparadas (em fungdo dos
pixels e da area da banda) utilizando o programa IMAGE J 1.33u (programa de
dominio publico desenvolvido por Wayne Rasband NIMH, NIH, USA). Os resultados
foram apresentados em forma de graficos, mostrando o valor que cada banda ocupa
em relagado a area selecionada. O experimento foi realizado em triplicata.

Os valores em triplicata obtidos da analise densitométrica das bandas
dos western-blotting foram analisados estatisticamente através do programa

BioEstat 4.0. utilizando-se o método Mann-Whitney.



49

4.4 Imunofluorescéncia

As linhagens AP4 e CAC2 foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia com os anticorpos contra as proteina PTEN e NFkB.

Para essa técnica, as células foram plaqueadas sobre laminula de
vidro e até o momento da reacdo, cuidados da maneira descrita anteriomente
(cultivo celular). Para uma melhor visualizagao e clareza da reagao, nao foi permitida
a confluéncia celular.

No momento da reagao, as laminulas de vidro foram lavadas 3 vezes
com PBS e, em seguida, fixadas com metanol absoluto por 6 minutos a -20° C e,
entdo, lavadas 5 vezes em PBS. Apds lavagens, as laminulas seguiram para a fase
de bloqueio, onde foram incubadas em solugdo de PBS 1x + BSA a 1% de forma
que a superficie onde foram plagueadas as células permanecessem imersa por 30
minutos. Apos esse periodo, procederam-se 4 novas lavagens em PBS.

Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS + BSA a 1% nas
concentracbes e tempo de incubacado descritos na tabela 4.7. Posteriormente, as

laminulas foram lavadas novamente com PBS.

Tabela 4.7 - Relagao de anticorpos primarios utilizados na imunofluoreséncia

Soro Tipo [ ] Procedéncia Clone Incubacéao

PTEN Monoclonal 1:50 Santa Cruz A2B1 60 min
Biotechnology

NFkB Policlonal 1:50 Zymed P65 60 min

Apos a lavagem para remogao do anticorpo primario, foi incubado o
anticorpo secundario conjugado com fluoresceina (Novocastra laboratories Ltda-
UK) na concentragdo de 1:150 por 45 minutos em temperatura ambiente e em
camera escura. As laminulas foram, entédo, lavadas 4 vezes em PBS.

Em seguida, as laminulas foram montadas sobre |aminas de vidro
previamente limpas, utilizando-se solu¢do de VectaShield com DAPI (Vector
Laboratories, Ind.Burlingame, CA 94010) objetivando visualizagdo do nucleo das

células de forma que mesmo as células negativas pudessem ser evidenciadas.
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Como controle negativo, amostras foram tratadas como descrito acima,
porém com omissao do anticorpo primario.

O material foi protegido da luz até o momento da visualizagdo em
microscopia invertida de fase. A documentagao foi realizada por captura digital.

As proteinas estudadas foram analisadas em relacdo a expressao, a

localizag&o e ao padrao de marcagao.
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4.5 Co-imunoprecipitacao

Pesquisas anteriores, do nosso departamento, ja demonstraram a
presenca das proteinas Akt e Mdm2 em localizagdo nuclear em ambas linhagens
estudadas. Logo, com intuito de investigar uma possivel relacdo Akt/Mdm2 e
Akt/PTEN, realizou-se a precipitagdo para Akt e posterior analise da conjugagao com
o0 Mdm2 e PTEN.

Com esta finalidade, foram preparados lisados concentrado através da
tripsinizagao e centrigugagao das células imersas em tampéo de lise.

As células de carcinoma adendide cistico (CAC2) foram cultivadas
como descrito acima em frascos de 690ml e 150cm? de area cultivavel. As células
foram, entado tripsinizadas, centrifugadas e foi adicionado 0,3 ml/frasco de tampéo
RIIPA com inibidor de protease. Logo depois, as células foram incubadas por 10
minutos a 4° C sob agitagdo esporadica. Em seguida, os lisados foram centrifugadas
a 13.000rpm por 20 minutos a 4° C.

O extrato protéico foi quantificado através do método acido
biocinconinico (como descrito para western blotting) para o preparo da amostra de
1mg de proteina. Foram adicionadas a amostra 10pl de inibidor de protease; 4ug de
anticorpo p-Akt (Santa Cruz Biotechnology); tampao Anita, até completar o volume
de 1ml; e foi deixado incubando overnight, a 4°C sob agitagao.

No outro dia, realizou-se o preparo de 25ul de proteina-G-Sepharose
(Sigma-Aldrich) e adicionou-se a este o extrato protéico com anticorpo incubado no
dia anterior. Logo depois, foi deixado incubando por 1h, a 4°C sob agitagdo. Apds a
incubacéo, o tubo foi centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o sobrenadante
recolhido para ser utilizado como controle da reacao (Figura 4.1). O precipitado foi
lavado 3 vezes com o tampéo de Anita e depois foi adicionado 20ul tampéo de
amostra. As amostras foram fervidas por 5 min e o sobrenadante recolhido para
serem analisados por western blotting. O western blotting foi realizado da mesma
forma como descrito acima, sendo utilizado como controle da reagcédo o sobrenadante

(livre de p-Akt) recolhido apds incubagéo da proteina-G-sepharose.
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Figura 4.1 - Desenho esquemaético da técnica de co-imunoprecipitagdo
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Apods a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi submetida a fase
de bloqueio dos sitios inespecificos através da utlilizagdo solugéo de 5% de leite em
p6 desnatado em TBST por 2 horas a temperatura ambiente e sob agitagdo. Em
seguida, os anti-soros de interesse (Mdm2 e PTEN ,Santa Cruz Biotechnology)
diluido em solugao de 5% de leite em p6 desnatado em TBST, foi incubado durante
60 minutos em temperatura ambiente sob agitagdo. Apds o periodo de incubagao,
realizaram-se 3 lavagens de 10 minutos em TBST para remogédo do anticorpo nao
adsorvido. O anticorpo secundario (conjugado com peroxidase) foi, entdo, aplicado
por 1 hora e depois a membrana foi lavada 2 vezes com TBST por cinco minutos e 2
vezes com PBS 1x. Os dados dos anticorpo e tempo de incubacgao estdo descrito na
Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Co-imunoprecipitagao : anticorpos, concentragédo e tempo de incubacao

Soro Tipo [ ] Procedéncia Clones Incubacéao

p-Akt Monoclonal 1:200  Santa Cruz Sr473 Overnight
Botechnology

PTEN Monoclonal 1:200  Santa Cruz A2B1 90 min

Biotechnology

NFkB Policlonal 1:500 Zymed P65 90 min



53

A revelagao da reacgao foi realizada pelo método colorimétrico, através
da utilizagdo do kit Opti 4CN (Bio-rad). Esta reagdo produziu uma coloragéo
enegrecida nas bandas positivas para o anticorpo primario de interesse.

Como controle da reagao foi realizado o stripping da membrana através
da imersao da membrana de nitrocelulose em metanol por 10 minutos, seguido de
bloqueio dos sitios inespecificos com BSA 1% em TBST por 2 horas. Para
confirmagédo da presenca do anticorpo na amostra precipitada e a auséncia no
controle (sobrenadante), foi incubado o anticorpo p-Akt por 60 minutos em
temperatura ambiente sob agitagdo e revelado posteriormente através do mesmo

método descrito anteriormente.
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4.6 Tissue Micro Array

A técnica de tissue micro array (TMA) consiste da coleta de pequenos
cilindros de tecido de blocos doadores e a insercao dos cilindros em blocos
receptores.

A presente pesquisa apresenta 4 grupos de TMA, sendo estes
representados por 4 blocos compostos de adenoma pleomorfico, carcinoma
adendide cistico, carcinoma ex-adenoma pleomoérfico € o grupo controle de
glandulas salivares normais. Em cada bloco foram incluidos um caso de carcinoma
epidermdide e um caso de glandula salivar normal, como controles positivos e
negativos, respectivamente, das reagbes (Figura 4.2). Em cada bloco foram
incluidas pelo menos duas amostras de um mesmo caso para minimizar as falhas
inerentes a técnica e garantir que todos os tumores estivessem representados na

reacao por pelo menos um disco.

Figura 4.2 — Distribuicdo esquematica dos cilindros em um bloco receptor do TMA. Os circulos
vermelhos representam os controles positivos; os verdes, os controles negativos; e os
azuis, os tumores ou grupos controle do estudo

Para a confeccao dos blocos de TMA as laminas coradas em H.E dos
tumores previamente selecionados, foram analisadas e uma regido especifica da
lesdo, escolhida para fazer parte do bloco receptor de cada grupo. As areas foram
selecionadas por 3 experientes patologistas.

As areas selecionadas foram circundadas nas laminas de H.E, as quais

serviram como guia para a remog¢ao do cilindro na regido correspondente do bloco.
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Foram removidos cilindros de 2 mm de didametro de cada regiao escolhida para fazer
parte do estudo. Imediatamente antes da remog&o dos cilindros, foram realizadas
perfuragdes também cilindricas nos blocos receptores para receber os cilindros
removidos dos blocos doadores (Figura 4.3). Os cilindros foram distribuidos
inicialmente na direcdo horizontal e logo depois foram sendo colocados
verticalmente a medida que atingiam as margens de seguranga do bloco (6mm das
margens do bloco). A disténcia entre os cilindros foi de no minimo 2 mm em todas as
direcdes. Apds a insercao de todos os cilindros e suas respectivas repeticdes, os
blocos receptores foram colocados em estufa de 37° C por 30 minutos com a
finalidade de tornar a parafina um pouco maleavel para a posterior planificacédo da
superficie. Em seguida, os blocos foram planificados através da compressdo manual
de uma lamina de vidro contra a superficie do bloco.

Os blocos seguiram para resfriamento sob superficie de blocos de gelo
durante 15 minutos, logo depois foram cortadas laminas de 6um de espessura de
cada bloco de TMA através de cortes em micrétomos. As laminas de parafina foram
esticadas em banho Maria, estendidas em laminas de vidro e coradas por HE.
Foram realizados cortes seqlienciais até que todos os discos correspondentes aos
casos em estudo estivessem presentes na lamina. Apds a verificagdo em HE, foram

feitos cortes de 3 um de espessura para as reagcdes de imuno-histoquimica.

Figura 4.3 — Imagem esquematica do processo de preparacéo dos blocos receptores e das laminas
para o TMA (http://www.microarraystation.com/tissue-microarray/)
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4.7 Imuno-histoquimica

A expressao imuno-histoquimica das proteinas PTEN e NFkB foi obtida
através da técnica da polimero marcado com peroxidase. Os blocos de TMA foram
seccionados com a espessura de 3 pm e estendidos em laminas de vidro
silanizadas. Foi feita a desparafinizagdo em dois banhos de xilol: o primeiro a 60°C
por 30 minutos e o0 segundo a temperatura ambiente por 20 minutos. Os cortes
foram reidratados em série descendente de etandis, a partir de trés passagens em
etanol absoluto, seguido por etanol 95%, 85% e 80% durante 5 minutos cada. Com a
finalidade de se remover o pigmento formdlico. Os cortes foram imersos em solug&o
de hidréxido de aménio a 10% em etanol 95% durante 10 minutos. Logo depois, foi
realizada a lavagem em agua destilada e nas laminas foram feitos os tratamentos de
recuperacgao antigénica.

A recuperagao antigénica das proteinas PTEN e NFkB foi realizada
com EDTA (10mM, pH 6.0) em banho-maria a 95°C durante 30 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, seguidas por 2
banhos em agua deionizada.

Em seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidase enddégena com 2
banhos de 15 minutos em solugéo de H20O, (6%) e metanol. Os cortes foram lavados
novamente por 10 minutos em agua destilada e 2 vezes em agua deionizada. Logo
apos, foi realizado tamponamento com 3 banhos de 5 minutos em solugao de Tris
pH 7,4.

As concentragdes e tempo de incubacado dos anticorpos primarios que
foram utilizados estdo descritos na Tabela 4.9. As reagdes para os anticorpos PTEN
e NFkB foram realizadas manualmente e os anticorpos foram diluidos em solugéo

diluente para anticorpos (Dakocytomation Antibody Diluent).

Tabela 4.9 - Imunoistoquimica : anticorpos, concentragédo e tempo de incubacao

Soro Tipo [ ] Procedéncia Clones Incubacéao

PTEN Monoclonal 1:200 Santa Cruz A2B1 90 min

NFkB Policlonal 1:500 Zymed P65 60 min
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Apos a incubagao dos anticorpos primarios, foi feito o tamponamento
com 2 banhos em TRIS pH 7,4 e incubagao do polimero de alta sensibilidade (DAKO
ADVANCE HRP) por 30 minutos. Em seguida foi realizada a lavagem em TBST pH
7,6 (2 banhos).

Para a reagdo de revelagdo o cromogeno diaminobenzidina 0,025%
(DAB 3,3-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., St Louis, MO/USA) foi utilizado.
Apés a lavagem, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer.
Posteriormente, todos os cortes foram desidratados em cadeia ascendente de
etandis, diafanizados em 3 banhos de xilol e montados em resina Permount (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ/USA), para exame ao microscopio de luz.

Foram utilizados como controle positivo para o PTEN e NFkB
carcinoma epidermoide de boca. Para o controle negativo foram utilizados cortes em
blocos de parafina que continha glandula salivar normal. Como controle negativo da
reacao, foi omitida a incubacao do anticorpo primario.

ApoGs a montagem, realizou-se a contagem de 500 células em cada
caso, através da escolha de campos aleatdrios em regides mais representativas da

lesao.
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5 RESULTADOS

5.1 Western Blotting

Esta técnica tem como finalidade a quantificagcdo da proteina NFkB e
PTEN na linhagens CAC2 e AP4. Para isso, utilizou-se 20 ug de proteina total em
todas as amostras, permitindo desta forma, a comparagdao da quantidade das
proteinas entre as linhagens em estudo e a linhagem controle, a qual sabidamente
superexpressa ambas as proteinas estudadas. A semelhanga entre os volumes de
proteina total entre as amostras e o controle, foi confirmada através da expressao da
proteina B-actina (Figura 5.1)

Em relagdo a proteina NFkB, pbde-se observar superexpressao nas
linhagens CAC2 e AP4, da mesma forma que observada na linhagem controle
(Hacat) (Figura 5.1). O resultado do teste estatistico comprovou a superexpressao
da proteina e mostrou que néo havia diferengas estatisticas entre as linhagens em
estudo, quando comparada a controle (Tabela 5.1).

A proteina PTEN também se mostrou superexpressa nas linhagens
CAC2 e AP4, de forma semelhante a linhagem controle (Hacat) (Figura 5.1). Este
resultado também foi comprovado pelas analises estatisticas das triplicatas, as quais
nao revelaram diferencas estatisticas entre as linhagens em estudo, comparadas
com a controle (Tabela 5.1).

Para melhor efeito de comparacdo, as médias dos valores das
triplicatas encontram-se demonstradas no grafico 5.1.

A analise estatistica das triplicatas demonstrou que nao havia
diferengas estatisticas (p>0.05) entre as linhagens em estudo (CAC2 e AP4) e a
linhagem controle (Hacat) (Tabela 5.1), a qual sabidamente superexpressa ambas
as proteinas, logo se pode concluir que as linhagens CA2 e AP4 superexpressam as
proteinas NFkB e PTEN.
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CAC2 AP4  CONTROLE

P 65kDa
NFk-B — - —
43kDa
B-actina
PTEN —~ i - 55kDa
B-actina — 43kDa

Figura 5.1 - Expresséo das proteinas NFkB e PTEN, comparadas a expresséo da proteina B-actina
nas linhagens de CAC2, AP4 e linhagem controle (Hacat)

Controle

BPTEN
ENFkB

CAC2

AP4

3300 3400 3500 3600 3700 3800 3900
0 0 0 0 0 0 0

Gréfico 5.1 - Média dos valores obtidos da quantificagdo das bandas de western blotting. Expressao
das proteinas NFkB e PTEN nas linhagens CAC2 e AP4, comparadas a expressao na
linhagem controle

Tabela 5.1 — Analise estatistica dos resultados obtidos pelas leituras das bandas (triplicata) nas
linhagens em estudo, comparadas com a linhagem controle

CAC2 Controle p® AP4 Controle p?
PTEN 36172 35446 0.5 38561 35446 0.5
NFkB 37657 36876 0.5 38031 36876 0.8

Valor de p obtido pelo teste U de Mann-Whitney
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5.2 Imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia tém como objetivo identificar
expressdes das proteinas NFkB e PTEN nas linhagens; e as suas respectivas
localizacbes celulares.

A proteina NFKkB apresentou-se expressa quase exclusivamente no
citoplasma de ambas linhagens (CAC2 e AP4) (Tabela 5.2). Na linhagem CAC2 a
expressao foi observada em localizacdo perinuclear, predominantemente, e
raramente pdde ser detectada no nucleo das células, enquanto na linhagem AP4 a
expresséao foi observada de forma uniforme apenas no citoplasma (Figura 5.2).

A proteina PTEN mostrou-se expressa predominantemente no nucleo
das células da linhagem CAC2, com pouca expressao citoplasmatica, enquanto na
linhagem AP4 a proteina foi observada exclusivamente no citoplasma destas
(Tabela 5.2 e Figura 5.2).



NFkB PTEN

CAC2

AP4

Figura 5.2 — Imunoexpressao das proteinas NFkB (A e C) e PTEN (B e D) nas linhagens AP4 e
CAC2. A- Forte expressao citoplasmatica de NFkB e discreta nuclear (setas) na
linhagem CAC2, sendo esta ultima expressa em poucas células; C- Expressdo apenas
citoplasmatica de NFkB na linhagem AP4; B- Forte expressdo nuclear e discreta
citoplasmatica de PTEN em CAC2; D- Forte expressdo apenas citoplasmatica de PTEN
na linhagem AP4

Tabela 5.2 - Localizagdo da expressdao dos anticorpos NFkB e PTEN nas reagbes de

imuofluorescéncia
Linhagem NFkB PTEN
CAC2 +C (poucas +N) +N
AP4 +C +C

+C (expresséao positiva no citoplasma), +N (expressao positiva no nucleo).
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5.3 Co-imunoprecipitacao

O método de co-imunoprecipitagdo permite a investigacao de possiveis
interacdes protéicas diretas, através da precipitagdo de uma das proteinas de
interesse e posterior analise de conjugacgao a outras.

Apos a precipitagdo da proteina p-Akt, o sobrenadante foi utilizado
como controle para a presenga das outras proteinas, sendo este um lisado da
mesma linhagem, porém livre da proteina p-Akt e seus possiveis conjugados.

Em seguida, foi realizado o western blotting para analisar a presenca
de Mdm2 e PTEN, tanto no lisado composto apenas pela proteina p-Akt e seus
conjugados (precipitado), quanto no lisado livre de p-Akt (sobrenadante).

Os resultados demonstraram auséncia de bandas quando incubados
os anticorpos Mdm2 e PTEN no lisado precipitado com p-Akt e a presenca das
bandas referentes as proteinas Mdm2 e PTEN no lisado livre de p-Akt e seus
conjugados (sobrenadante) (Figura 5.3).

Apenas para ratificar a presenca da proteina p-Akt em niveis
detectaveis no precipitado, foi realizado o stripping de ambas as membranas, e
incubado o anticorpo p-Akt (Figura 5.3).

O conjunto destas informagdes obtidas pela técnica de co-
imunoprecipitagdo, demonstrou a auséncia de ligacao direta entre as proteinas Akt e
Mdm2, e entre Akt e PTEN.
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IP anti-pAkt
I_ |
PTEN 55kDa
p-Akt 60kDa

CAC2 Sobrenadante

Figura 5.3 - Expresséao das proteinas PTEN e Mdm2 no lisado precipitado para p-Akt e no lisado livre
p-Akt (sobrenadante)

5.4 Imuno-histoquimica

Foram confeccionados quatro blocos de TMA, sendo estes
representados por quatro grupos distintos (adenoma pleomdérfico, carcinoma ex-
adenoma pleomoérfico, carcinoma adendide cistico e glandula salivar normal) (Figura
5.4). Logo depois, foi realizado o estudo da expressdo imuno-histoquimica das
proteinas NFKkB e PTEN em casos originados de 45 adenomas pleomorfico, 38
carcinomas adendides cisticos e 13 carcinomas ex-adenomas pleomorficos; os

quais tiveram as expressdes comparadas com 7 glandulas salivares normais.

CONTROLE + _‘i ) @ |

GSN —— i | [&——— Tumores
CONTROLE + — 1l (755 7

GSN —I . «—— Tumores

Figura 5.4 - Exemplo de Tissue microarray com 38 cilindros. Estdo incluidos neste corte controle
positivo, glandula salivar normal e 19 diferentes casos de CXPA. GSN (glandula salivar
normal); Controle +(carcinoma epidermdide); Tumores (amostras)
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As expressodes foram classificadas como negativa (<10%), fraca (10 a
25%), moderada (25 a 50%) e intensa (>50%), baseadas no total de citoplasmas e
nucleos positivos dentre as 500 células contadas em cada amostra.

A analise da expressdo da proteina NFKkB demonstrou moderada
marcagao, exclusivamente citoplasmatica para a maioria das glandulas salivares
normais (Figura 5.5), com média de expressédo de 60% dos citoplasmas marcados
(Tabela 5.3). Nos adenomas pleomodrficos observou-se intensa expressdo da
proteina citoplasmatica (Figura 5.5), com média de 90.6% dos citoplasmas
marcados, porém a expressao nuclear foi considerada negativa (Tabela 5.3).

Os carcinomas analisados também exibiram intensa expressao para o
NFkB (Figura 5.5), porém com meédias de marcagdo mais altas que o adenoma
pleomoérfico. Os carcinomas adendides cisticos apresentaram média de 93.2% de
citoplasmas marcados e os carcinomas ex-adenomas pleomorficos 97.8%. As
médias das expressdes nucleares foram consideradas negativas para ambos
carcinomas, assim como observado nos adenomas pleomorficos e glandulas
normais (Tabela 5.3).

Apesar das médias serem semelhantes entre os tumores investigadas
e as glandulas salivares normais, os testes estatisticos revelaram que a expressao
da proteina NFkB apresentou um padrdo estatisticamente diferente de marcagao
entre os tumores analisados e as glandulas salivares normais (p<0.05).

Nao foram observadas diferengas significativas na expressao da
proteina NFkB entre os diferentes padrdes histolégicos dos carcinomas adendides
cisticos (Grafico 5.3 e Figura 5.7).

Com relagdo a proteina PTEN, as glandulas salivares normais nao
exibiram expressao para esta proteina (Figura 5.6), sendo as médias de marcagéao
citoplasmatica inferiores a 10% e a nuclear igual a zero. Nos adenomas pleomérficos
também foram observadas médias de expressbdes negativas para o PTEN (6%),
apesar de serem estatisticamente diferentes das glandulas salivares normais. A
marcagao citoplasmatica apresentou-se intensa (96%), diferente das glandulas
normais que foram consideradas negativas (Tabela 5.4).

Os carcinomas investigados apresentaram intensa expressao para
proteina PTEN . Em relacdo as médias de marcacao, a expressao citoplasmatica de

ambas lesdes foi intensa, porém a expressao nuclear foi considerada franca nos
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carcinoma ex-adenomas pleomodrficos e moderada nos carcinomas adendides
cisticos (Figura 5.6 e Tabela.5.4).

Houve diferenca na expressdo nuclear da proteina PTEN entre os
diferentes tipos histologicos. Os padrbes sélido e tubular apresentaram média de
expressao de 42,4% e 42,6% respectivamente, sendo estes valores de marcacgao
considerados moderado, enquanto o padrdo cribriforme apresentou média de
expresséo nuclear de 61%, sendo considerada uma marcagao intensa.

Os resultados dos testes estatisticos da expressao da proteina PTEN

nos tumores foram considerados significantes (p<0.05)(Tabela.5.4).
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pleomérfico(B), em carcinoma adendide cistico (C) e em carcinoma ex-adenoma

Glandula Salivar Normal —

Carcinoma Adendide Cistico

Pleomérfico

arcinoma Ex-adenoma |

Adenoma Pleomérfico

= Expressdo Nuclear ®m Expresséao Citoplasmatica

Grafico 5.2 - Médias das expressdes nucleares e citoplasmaticas da proteina NFkB
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Figura 5.6 - Expressdo imunoistoquimica da proteina PTEN em glandula salivar normal (A), em
adenomapelomorfico(B), em carcinoma adendide cistico (C) e em carcinoma ex-
adenoma

Glandula Salivar -h
Normal
Carcinoma
Adendide
Cistico

adenoma
Pleomérfico

Carcinoma Bx- F

Adenoma
Pleomoérfico

= Expressédo Nuclear m Expressdo Citoplasmatica

Grafico 5.3 - Médias das expressdes nucleares e citoplasmaticas da proteina PTEN
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Figura 5.7 - Expressdo imunoistoquimica da proteina NFkB em CAC sdlido (A), tubular (C) e
cribriforme (E); e expressdo da proteina PTEN em CAC sdlido (B), tubular (D) e no
padréo cribriforme (F)

500+
400+
300+ B NFkB n
200, ONFKB ¢
BPTENn
100+ OPTENCc
0-
CAC Sélido CAC Tubular CAC
Cribriforme

Grafico 5.4 - Médias das expressdes nucleares(n) e citoplasmaticas (c) da proteina NFkB e PTEN nos
diferentes padrdes histolégicos dos carcinomas adendides cisticos estudados



Tabela 5.3- Resultados do teste estatistico para a expressao da proteina NFkB
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a

NFkB p NFkB p
Nuclear Citoplasmatico
Adenoma Min-Max 0-21 0.452 Min-Max | 324-500 | 0.0008
Pleomoérfico
n=45 Média 1.4 Média 453
Ex-adenoma Min-Max | 0-13 | 0.781 Min-Max | 452-500 | 0.0013
Pleomoérfico
n=13 Média 1 Média 489
Carcinoma Min-Max 0-3 0.826 Min-Max 175-500 | 0.0013
Adenoide
Cistico Meédia 0.1 Média 466
n=38
Glandula Salivar | Min-Max 0 - Min-Max 31-472 -
Normal
n=7 Média 0 Média 301
Valor de p obtido pelo teste U de Mann-Whitney
Tabela 5.4 - Resultados do teste estatistico para a expressao da proteina PTEN
PTEN pa PTEN pa
Nuclear Citoplasmatico
Adenoma Min-Max | 0-193 | 0.0020 | Min-Max | 387-500 | 0.0000
Pleomoérfico
n=45 Média 30 Média 480
Ex-adenoma Min-Max | 0-390 | 0.0023 | Min-Max | 450-500 | 0.0003
Pleomoérfico
n=13 Média 79 Média 484
Carcinoma Min-Méx | 5-454 | 0.0000 | Min-Méax | 152-500 | 0.0000
Adendide
Cistico Média 255 Média 472
n=38
Glandula Salivar | Min-Max 0 - Min-Max | 5-38 -
Normal
n=7 Meédia 0 Média 22

Valor de p obtido pelo teste U de Mann-Whitney
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6 DISCUSSAO

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da homeostasia celular
compreendem uma complexa trama de interagdes protéicas responsaveis pelo
estrito equilibrio do ciclo celular e da indugao a apoptose. A quebra desse equilibrio
pode ser causada por diversos fatores, tais como a desvios na ativacao e inativagao
de proteinas.

A tumorigénese das neoplasias de glandulas salivares permanece obscura
devido a grande variedade de comportamento e de padrdes histoldégicos destas
lesdes. O conhecimento dos mecanismos torna-se fundamental para selecdo de
modalidades terapéuticas eficazes e direcionadas aos agentes promotores do
desequilibrio do ciclo de morte e vida da célula, e ainda no desenvolvimento de
marcadores que sejam capazes de detectar o estagio precoce de lesdes agressivas
e auxiliar no diagndstico diferencial entre estas.

Apesar de inumeros estudos demonstrarem a presenga da mutagéo do gene
P53 como causa principal desse desequilibrio em diversos canceres humanos,
estudos anteriores, em nosso laboratério demonstraram a auséncia de mutacéo no
gene P53 em neoplasias de glandulas salivares, além da expresséo
imunohistoquimica para a proteina Mdm2 (Araujo et al., 2000).

De acordo com o acima exposto, estes estudos sugeriram que a
tumorigénese das neoplasias de glandulas salivares pode acontecer de forma
independe da mutagdo do gene P53, podendo este mecanismo ser decorrente do
aumento da expressao e ativagao de reguladores negativos, e também pela perda
de funcdo de fatores capazes de promover direta ou indiretamente a ativacido da
proteina p53 ou de seus efetores, como observado em outras neoplasias (Tachibana
et al., 2004).

Somados a estes resultados, Mantesso et al. (2004), observaram a
superexpressdao do RNAm do Mdmz2, enquanto Lima et al. (2009) e Marques et al.
(2008), demonstraram a superexpressao nuclear das proteinas Mdm2 e Akt em
carcinoma adendide cistico, adenoma pleomorfico e mioepitelioma.

Neste contexto, buscamos analisar a via do Akt através da avaliacdo da
expressao das proteinas NFkB e PTEN em neoplasias de glandulas salivares, e a

interacao entre as proteina Mdm2/Akt e PTEN/Akt em carcinoma adendide cistico.
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Os resultados obtidos na imuno-histoquimica revelaram que a proteina NFkB
apresentou valores de expressao nuclear significantes (p<0.05), porém apresentou
uma meédia de marcagao muito baixa, a qual, segundo a classificagdo estabelecida

neste estudo, foi considerada negativa (<10%).

Por outro lado, expressao citoplasmatica para a NFkB nao foi significante
(p<0.05). No entanto, as marcagbes citoplasmaticas foram mais intensas nas
neoplasias, quando comparadas as glandulas normais. Os carcinomas
apresentaram expressdes um pouco maiores (93,2% CACs e 97,8% CEAP) que as

observadas nos adenoma pleomérfico (90,6%).

Quando analisados os diferentes padrées histolégicos do carcinoma
adendide cistico, ndo foi observada diferengas relevantes na expressao da proteina
NFkB.

O mesmo padrao de resultado, obtidos na imuno-histoquimica, foi observado
no estudo das linhagens de CAC2 e AP4.

A quantificagdo das proteinas, possibilitada pela realizagdo da técnica de
western blotting, demonstrou que as linhagens, derivadas de carcinoma adendide
cistico (CAC2) e adenoma pleomorfico (AP4), exibiram valores semelhantes (p>0.05)
a linhagem controle (Hacat), a qual sabidamente apresenta amplificacdo e
superexpressao da proteina NFkB. Baseadas nessas semelhancas podemos afirmar
que as linhagens CAC2 e AP4 também exibem superexpressédo da proteina NFkB,
porém este resultado demonstra a quantidade total de proteina intracelular, sem

levar em consideracao a localizacido nuclear ou citoplasmatica das mesmas.

Para contornar esta dificuldade, realizou-se a analise por imunofluorescéncia
para avaliar a localizagao intracelular da proteina NFkB. A analise demonstrou a
expressao predominantemente citoplasmatica, com poucas células exibindo

express&o nuclear.

Combinados estes resultados de expressdo da proteina NFkB (expressao
apenas citoplasmatica um pouco aumentada nas neoplasias estudas e negativa no
nucleo) podemos supor que esta via ndo esta sendo ativada pelo aumento da
expressdo de Akt observada nas neoplasias de glandula salivares em estudos
anteriores (Marques et al., 2008; Lima et al., 2009), e que a maior sobrevida das
células, nestas neoplasias, pode estar sendo promovida por outros caminhos, que

ndo o da ativacdo de transcricdo pela proteina NFkB, apesar de estudos
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considerarem uma baixa expressao nuclear (12 a 4,5%) ou expressao citoplasmatica

relevantes para a tumorigénese de carcinoma adendide cistico (Zhang; Peng, 2007).

Nossa interpretacdo de que a proteina ndo se encontra ativa no citoplasma
advém de estudos que mostram que o NFkB € uma proteina de transcri¢ao, logo seu
papel esta vinculado a sua localizagao nuclear (Palombella et al., 1994; Ghosh et al.,
1998; Bharti; Aggarwal, 2002; Hayden; Ghosh, 2008). Além disso, sdo necessarias
modificacdes pods-translacionais da proteina NFkB para possivel interagdo com os
co-ativadores de transcricdo no nucleo (Hayden; Ghosh, 2008). As expressdes

obtidas nas glandulas normais corroboram com esta escolha de interpretacao.

Em carcinoma de mama, estudos demonstraram (Biswas et al., 2004; Singh
et al., 2007) a ativacdo da proteina NFkB confinada, predominantemente aos
subtipos estrogeno-negativos. Em relacdo a neoplasias de glandulas salivares,
estudo em andamento em nosso departamento observou a superexpressao nuclear
de estrogeno beta em blocos parafinados e linhagem celular de carcinomas
adenodide cisticos. Estes dados recém obtidos nos levam a crer que a expressao
citoplasmatica da proteina NFkB, a qual consideramos inativa, observada em nosso
estudo pode estar relacionada a expressdao hormonal, assim como descrito acima

em carcinoma de mama.

Em relagdo a proteina PTEN, os resultados obtidos da analise imuno-
histoquimica revelaram que esta apresentou diferenca estatistica entre as
neoplasias estudadas e as glandulas salivares normais (p<0.05). As expressoes

citoplasmaticas do PTEN foram semelhantes nas trés neoplasias estudadas.

A expressdo nuclear da proteina PTEN mostrou grande diferenca de
marcagao entre as neoplasias. O adenoma pleomorfico exibiu expressao nuclear
negativa (<10%) para o PTEN, enquanto o carcinoma ex adenoma pleomorfico
demonstrou expressao nuclear fraca (10 a 25%). O Carcinoma adendide cistico
demonstrou um padrao de expressao nuclear completamente distinto das outras
neoplasias estudadas, com média de marcacédo de 51%, sendo esta considerada
intensa, sendo esta expressdo um pouco maior nos carcinomas adendide cisticos de

padrao histolégico cribriforme.

Estes achados observados no carcinoma adendide cistico sdo semelhantes
aos observados por Zhou et al. (2000) em linhagens de melanoma, as quais

exibiram expressao nuclear para a proteina PTEN e diminuicdo (auséncia) da
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expressao nuclear do PTEN nas linhagens mais agressivas (metastaticas) quando
comparadas a linhagens primarias, apesar de nossos resultados terem mostrado

apenas uma reducao de expressao no padrao solido, comparado ao cribriforme.

Na técnica de western blotting a expressdo de PTEN nas linhagens CAC2 e
AP4 foi estatisticamente semelhante a linhagem controle (Hacat), a qual

superexpressa esta proteina.

Através da técnica de imunofluorescéncia, foi possivel observar as diferentes
localizagbes da proteina PTEN nas linhagens investigadas. A linhagem AP4
demonstrou forte expressao de localizagao exclusivamente citoplasmatica, enquanto
na linhagem de carcinoma adendide cistico (CAC2) apresentou forte expressao

nuclear do PTEN com fraca expressao citoplasmatica.

Reunindo os dados obtidos da expressdo da proteina PTEN, tanto nas
linhagens quando nas neoplasias representadas pelos blocos parafinados, podemos
observar que a proteina PTEN de localizagao nuclear pode estar inativa, ou atuando
como reguladora do ciclo celular como observado em carcinoma de mama e
adenocarcinoma endometrial (Ginn-Pease e Eng, 2003; Kimura et al, 2004) ou ainda
atuando na manutencgao da integridade genémica como defendem outras pesquisas
(Baker 2007; Shen et al., 2007).

A literatura referente a neoplasia de mama mostra similaridade em relagao
aos estudos em glandula salivar, principalmente pelo fato de que algumas
neoplasias de mama, assim como as de glandula salivar, sdo formadas por células

ductais e mioepiteliais.

Em neoplasias de mama, Kappes et al. (2001) sugerem que a expressao de
PTEN mostrou-se diminuida em horménio positivos, corroborando com a opiniao de
Jacob et al. (2009), que sugerem que ha diferente mecanismo de agdo em tecidos e
tumores responsivos para hormdénios.

Em relacdo as interagdes protéicas, avaliadas pela técnica de co-
imunoprecipitagdo, foi possivel demonstrar a auséncia de interagao direta entre as
proteinas p-Akt/Mdm2 e p-Akt/PTEN na linhagem de carcinoma adendide cistico.
Estes resultados mostram que, apesar na presenca destas proteinas no interior do
nucleo dos carcinomas adendides cisticos, estas proteinas nao estdo unidas

diretamente, mas sao capazes de interagir através da fosforilagdo ou defosforilagao.
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Estas informagdes sédo importantes para o esclarecimento da via do Akt em
neoplasias de glandulas salivares, pois tem se buscado um provavel alvo para o
tratamento quimioterapico para o carcinoma adendide cistico. No entanto, o
desenvolvimento de resisténcia a terapia representa um importante problema clinico.
Falha na atividade do programa de apoptose representa um importante mecanismo
de resisténcia a drogas pelas células tumorais. Os sinais de sobrevida induzidos por
varios receptores sido mediados, principalmente pela proteina Akt; explicando a
contribuicdo decisiva da via do Akt no fendtipo resistente a estas terapias. Muitas
vias de sinalizagdo envolvidas na transformacao celular tém sido investigadas e
pesquisas estdo em curso, objetivando o desenvolvimento de estratégias de
tratamento que atuem nas moléculas de sinalizagdo especificamente ou em seus
efeitos terminais. As novas drogas tém sido direcionadas a inativagado da via do Akt,
logo a completa elucidagdo desta via podera ajudar a explorar plenamente os

beneficios potenciais destas novas drogas (Vara et al., 2004; Engelman, 2009).
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7 CONCLUSOES

7.1 Nao foi observada expressao relevante da proteina NFKkB nas neoplasias

avaliadas, quando comparadas as glandulas salivares normais.

7.2 Ha superexpressao nuclear da proteina PTEN nos carcinomas analisados,

predominantemente nos carcinomas adendide cisticos.

7.3 Nao ha interagcdo direta entre as proteinas p-Akt/Mdm2 e p-Akt/PTEN em

carcinoma adendide cistico
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