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RESUMO




Meisel DMC. Integrina beta-1 no desenvolvimento das glandulas salivares
humanas[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2010. 80p.

INTRODUGAO: O desenvolvimento das glandulas salivares envolve um
processo coordenado de interagdes moleculares complexas, nas quais as
integrinas tém papel fundamental. As integrinas sao uma familia de
receptores transmembranicos, heterodimeros, compostos por duas
subunidades: alfa e beta que estdao ligadas de forma nao covalente e
dependentes de cations bivalentes. Estes heterodimeros medeiam sinais
intra e extracelulares envolvidos na organizacdo das células em tecidos e
orgdos durante seu desenvolvimento. Em particular a integrina beta-1 esta
envolvida na proliferacdo e diferenciacdo de células no desenvolvimento
dos tecidos epiteliais. OBJETIVOS: Para compreender o papel da integrina
beta-1 no desenvolvimento das glandulas salivares humanas, estudamos a
sua expressao por meio da hibridizacdo in situ em tecido fetal humano em
desenvolvimento. MATERIAL E METODOS: A hibridizacdo in situ com o
método chromogenic in situ hibridization (CISH) foi utilizada para investigar
a expressdao genética da integrina beta-1 em espécimes de glandulas
salivares em desenvolvimento derivados de 30 fetos humanos em varios
estagios gestacionais (de 8-25 semanas de vida intrauterina). Os resultados
obtidos com a hibridizagdao in situ foram relacionados com os aspectos

morfoldgicos das glandulas salivares em desenvolvimento em cada fase da



evolucdo da morfogénese glandular, por meio de andlise qualitativa.
RESULTADOS: Expressao da integrina beta-1 foi detectada em raras células
na fase pre-botdo. A expressao dessa molécula foi detectada em mais
estruturas com a evolucdo do desenvolvimento morfogenético das
glandulas salivares. CONCLUSOES: A expressdo a integrina beta-1 parece
ser regulada de forma temporo-espacial e é associada ao estabelecimento
do fendtipo maduro das glandulas salivares.

Descritores: 1.Glandulas salivares 2.Antigenos CD29 3.Desenvolvimento

fetal
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Meisel DMCL. Integrin beta-1 in developing human salivary glands
[thesis].Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S3do Paulo;
20009.

INTRODUCTION: Salivary gland development entails co-ordinated
processes involving complex molecular interactions in which integrins have
a fundamental role. The integrins are a family of heterodimeric
transmembrane receptors comprising alpha and beta subunits that
mediate intercellular and extracellular signals involved in the organisation
of cells in tissues and organs during development. The beta-1 integrin in
particular have been implicated in proliferation and differentiation of cells
involved in the development of epithelial tissues. OBJECTIVE: To
understand the role of beta-1 integrin in salivary gland development we
have studied its expression in human foetal tissues. MATERIAL AND
METHODS: In situ hybridisation CISH technique was used to compare the
expression and localisation of integrin beta-1 with differentiation markers
in developing human salivary glands obtained from foetuses of 8-25
gestational weeks. RESULTS: Integrin beta-1 first appeared during bud
stage in a few cells and its distribution increased as salivary gland
morphogenesis progressed. CONCLUSIONS: The developmentally regulated
expression of integrin beta-1 in association with the establishment of a
mature phenotype of salivary glands is suggestive of its role in salivary
gland morphogenesis.

Descriptors: 1.Salivary glands 2.Antigens CD29 3. Fetal development
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1 INTRODUCAO

Os aspectos da biologia basica tém sido relevantes no estudo das condigoes
fisioldgicas, patoldgicas, e do desenvolvimento de diversos tecidos e 6rgdos. Ao
longo das ultimas décadas inumeros estudos vém sendo desenvolvidos para
aprofundar nossos conhecimentos da histogénese das glandulas salivares. Varias
teorias foram apresentadas na tentativa de determinar a génese dos tumores das
glandulas salivares, estabelecendo a relagdao entre a diferenciagao das células
neoplasicas com o desenvolvimento do segmento glandular e sua possivel origem.
(Dardick et al., 1990; Batsaskis et al., 1989). No entanto, poucos trabalhos se
dedicam a analise do desenvolvimento e da diferenciagdao das glandulas salivares
humanas, determinando uma relagao morfoldgica e funcional com as neoplasias

(Gustafsson et al., 1988).

Um dos aspectos importantes no desenvolvimento das glandulas salivares é
a interacdo epitélio-mesénquima, que provavelmente tem efeito sinalizador na
diferenciacao final destas glandulas. As principais moléculas destas interagdes sao
as integrinas. Estas moléculas, além do seu importante papel na adesao celular, sao
responsaveis pela sinalizagao bidirecional através da membrana plasmatica. Esses
eventos de adesdo e sinalizacdo sdo dependentes de interagGes citoplasmaticas
incluindo moléculas adaptadoras do citoesqueleto tais como talina e vinculina,
guinases de adesdo focal (FAK) e familia Rho de GTPases. As cascatas de sinalizacdo

das integrinas, muitas vezes em cooperacdo com receptores de fatéres de



crescimento, regulam e dirigem a migragao, divisdao e diferenciagao celular
(Meighan e Schwarzbauer, 2008). Além disso, as integrinas parecem estar
relacionadas a manutengdo, a regulagao da renovagao e proliferagao das células
tronco em seu nicho e mecanismos de apoptose (Watt e Hogan, 2000; Tanentzapf

et al, 2007; Raymond et al, 2009; Ellis e Tanentzapf, 2010).

Assim, integrinas s3ao importantes desde o0s estagios iniciais do

desenvolvimento até a manutencao de tecidos adultos (Fassler e Meyer, 1995).

O envolvimento das integrinas no desenvolvimento de tecidos e érgdos e
com a manutengado das células-tronco, tem atualmente se tornado relevante frente
as intensas pesquisas sobre a possivel utilizagdo dessas células como forma

terapéutica.

O presente estudo tem como objetivo investigar a possivel participagao da
integrina beta-1 (B1), que é uma das principais subunidades da familia das
integrinas durante o desenvolvimento das glandulas salivares humanas,

relacionando sua presenga com os estagios da morfogénese glandular.
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2 OBJETIVOS

Considerando a importancia das integrinas na biologia de diversos 6rgaos,

nosso estudo pretende responder a seguinte questao:

As integrinas, em especial, a subunidade 1, tém participagdo no processo

de morfogénese das glandulas salivares humanas?

Para responder a esta questdo, o presente trabalho terd os seguintes

objetivos:

2.1 Objetivos gerais

Investigar a expressdo genética da integrina 1 em espécimes de glandulas
salivares em desenvolvimento, derivados de fetos humanos nos varios estagios

gestacionais (4 a 25 semanas de vida intra-uterina).

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Estudar a expressdo genética da integrina 1, demonstrada por meio da
técnica de hibridizagao in situ;

2.2.2. Relacionar a expressdo da integrina 1 com a estrutura morfoldgica das

glandulas em desenvolvimento em cada fase da morfogénese glandular.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O desenvolvimento glandular

Todas as glandulas salivares se desenvolvem de forma similar, ou seja,

originam-se a partir do epitélio bucal no inicio da vida fetal.

A glandula pardtida humana inicia seu desenvolvimento entre a quarta e
sexta semanas de vida intrauterina, nas dobras laterais do estomodeu. Por sua vez,
a glandula submandibular origina-se do soalho bucal durante a sexta semana,
enquanto que a sublingual se forma lateralmente, ao primérdio da glandula
submandibular, entre a sétima e oitava semanas de vida intrauterina. Todas as
glandulas salivares menores formam-se posteriormente, a partir do epitélio de
revestimento de areas especificas da cavidade bucal (Hand, 1986; Tongue e

Luke,1994; Dale, 1994; Ellis e Auclair, 1996).

Pode-se definir o processo de morfogénese das glandulas salivares como
sendo as fases que levam ao arranjo lobulado, tipico deste tecido, enquanto que a
diferenciacdo abrange os processos de ampliagao da sintese e armazenamento dos
granulos de secregdo. A citodiferenciagdao é, entdo, a combinagdo destes dois
processos. Estudos sugerem que a morfogénese e a citodiferenciagdo das glandulas

salivares estdo parcialmente ligadas, mas sdo reguladas por processos distintos,



sendo que a expressao total de um dos dois processos é modulada ou controlada

pela matriz extracelular (Cutler,1990; Sakai et al., 2003 ).

Tucker, em 2007, divide o desenvolvimento das glandulas salivares em cinco

estagios:

O primeiro estagio - pré-botdo - abrange a inducdo da proliferacdo do
epitélio de superficie pelo mesénquima adjacente, resultando no espessamento e
formagdao dos botdes epiteliais. O botdao em crescimento é separado do
mesénquima condensado pela lamina basal secretada pelo préprio epitélio
(Bernfield et al., 1972; Hand, 1986; Hiatt e Sauk, 1991; Klein, 1994; Elis e Auclair,

1996; Tucker, 2007).

O segundo estagio - botdo inicial - caracteriza-se pela formagdao e
crescimento dos corddes epiteliais principais. Neste estagio, observa-se a
proliferacdo das células dos botdes formando corddes celulares sélidos,
constituidos por duas camadas de células, associados a condensacdo e a

proliferacdo do mesénquima adjacente.

Ultraestruturalmente, as células indiferenciadas que compdem os corddes
sdo caracterizadas como células cubdides irregulares, contendo numerosos
ribossomos livres, nucléolos proeminentes, complexos de Golgi e reticulo
endoplasmatico rugoso pouco desenvolvidos (Bernfield et al., 1972; Cutler, 1990;

Tucker, 2007).



Adi e colaboradores (1984) observaram que as células epiteliais presentes na
formacgdo dos corddes sdlidos de glandulas submandibulares humanas apresentam
material PAS (Periodic Acid Schiff) positivo no seu interior, indicando uma ja

possivel producdo de granulos de material mucéide.

O terceiro estagio — pseudoglandular - compreende a ramificacdo da porcao
terminal dos corddes epiteliais e a continuagao da diferenciagdo glandular. Ainda
neste estagio, os corddes epiteliais se proliferam rapidamente e se ramificam

formando bulbos terminais compostos por 10 a 12 células (Tucker, 2007).

No quarto estagio — canalicular - ocorrem repetidas ramificagdes dos
corddes epiteliais nas por¢cdes terminais, formando os lébulos compostos por um
sistema de bulbos ramificados como uma darvore - processo de arborizagdao. Neste
estagio, a capsula da glandula comega a se formar a partir do mesénquima e
circunscreve o parénquima glandular (Bernfield et al., 1972; Cutler, 1990). Observa-
se ainda a canalizacdo dos corddes epiteliais, com a formacdo de um orificio criando

um tubo ou ducto.

Estudos experimentais indicaram duas teorias a respeito do mecanismo de
canalizagdo: (1) graus diferentes de proliferagdo entre camadas externas e internas
dos corddes epiteliais, (2) secre¢do do fluido pelas células ductais, provocando o
aumento da pressdo hidrostatica e produzindo um Iimen junto ao corddo. Neste
estagio do desenvolvimento observa-se a continuidade dos processos de
ramificacdo das estruturas ductais e o crescimento dos septos do tecido conjuntivo

gue separam as glandulas salivares em lébulos (Tucker, 2007).
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Acredita-se que a citodiferenciacdo dos tipos celulares especificos das
glandulas salivares inicia-se apds o estabelecimento das caracteristicas de
arborizacdo. Define-se aqui, entdo, o quinto estagio - botdo terminal - (Cutler,
1990; Tucker, 2007), caracterizado pela diferenciacdo morfoldgica das glandulas
salivares em desenvolvimento. Neste estagio, a atividade mitdtica, ao invés de
ocorrer em todo o cord3do epitelial, ocorrera apenas na porg¢do terminal do bulbo,

onde as células irdo se diferenciar em células dos tubulos terminais e pré-acinares.

Com a formacdo dos lumens nos bulbos terminais, ocorrem fissuras nas
células circunjacentes dividindo cada bulbo terminal em varias subunidades
constituidas por duas camadas de células circundando um liumen e que sdo
chamados de tubulos terminais. Visto que as unidades da porg¢do terminal luminal
encontram-se diferenciadas, ndo podemos chama-las de acinos, sendo
denominadas, preferivelmente, “sacos terminais”. Acredita-se que as células
externas originem as mioepiteliais e basais, enquanto que as internas sofrem
diferenciacdo, formando células acinares e luminais (Klein, 1994; Ellis e Auclair,

1996).

As células mioepteliais se desenvolvem simultaneamente a citodiferenciacado
das acinares e caracterizam-se pela agregacdo de microfilamentos e pela presenca
de actina, miosina, e filamentos intermediarios de pré-queratina, como pode ser

demonstrado pela imunoistoquimica (Yaku, 1983; Klein, 1994).

A maturacdo das células acinares ocorre de maneira diferente para acinos

MUCOSOS e Serosos, cujos estagios sao classificados de acordo com a morfologia dos
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granulos de secrecdo e das organelas celulares. O aumento da dilatacdo das
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso pelas proteinas secretoras caracteriza
o primeiro sinal de diferenciacdo dos sacos terminais em dacinos. Posteriormente,
observa-se a presenca de granulos secretores agranulados e Complexo de Golgi
funcional. As quantidades de reticulo endoplasmatico rugoso, Complexo de Golgi e
granulos secretores aumentam gradualmente com a maturacdo dos acinos (Yaku ,

1983; Klein, 1994).

A diferenciagdo dos ductos excretores das glandulas salivares ocorre a partir
dos cordodes principais. As ramificacGes distais dos corddes principais originam os
grandes ductos estriados, enquanto que as células dos tubulos terminais dao
origem aos ductos intercalares, aos pequenos ductos estriados, as células
secretoras e as mioepteliais. Somente apds a canalizacdo dos corddes celulares
solidos observa-se a diferenciacdo dos ductos estriados maiores e dos ductos

excretores (Denny et al., 1997).

A continuacdo e maturacao da citodiferenciacdo ocorrem devido a estimulos
provenientes dos mecanismos secretores e da inervacdo da glandula salivar.
Entretanto, a formacgdo completa da glandula ocorrera apenas no periodo pds-natal,
e esta relacionada com (1) a maturacdo do estimulo de secrecdo, responsavel pela
ativacdo dos receptores de membrana que sinalizam caminhos de transducdo de
sinal junto a célula e controlam a secrecdo das células; e com (2) o estabelecimento
de conexdes neurais do sistema nervoso autdnomo, que é o primeiro regulador da

funcdo das glandulas salivares (Hand, 1986; Klein, 1984; Ellis e Auclair, 1996).
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Este processo de desenvolvimento e maturagdo faz com que as glandulas
salivares adquiram a forma de estrutura composta tubulo-acinar, indicando a
presenca de um sistema ductal ramificado e unidades secretoras com porgao
tubular e acinar. Estas glandulas sdo exdcrinas, cujas secrecdes fluem para o interior

da cavidade bucal.

As glandulas salivares possuem, histologicamente, trés tipos de porg¢oes
secretoras: mucosas, serosas e mistas; e trés tipos de ductos: intercalados,
estriados — intralobulares - e excretores - interlobulares. As principais células
encontradas sdao: mucosas, serosas e mioepiteliais. Uma capsula de tecido
conjuntivo denso, que se dispGe ao redor da glandula formando septos e dividindo
o parénquima em lébulos, circunda e fornece suporte para os sistemas ductais e
secretores. O tecido conjuntivo é importante para a sustentacdo tanto das
glandulas como dos nervos (autébnomos), vasos sanguineos e linfaticos (Bhaskar,

1978; Hand, 1986; Klein, 1994; Tongue e Luke, 1984; Ellis e Auclair, 1996).

Apds sua formacdo total, as glandulas salivares classificam-se como (1)
glandulas maiores, que compdem todo o conjunto de pardtida, sublingual e
submandibular e (2) glandulas menores, que sdo nomeadas de acordo com sua
localizagcdo, como labiais, bucais, linguais, palatinas, gengivais e glossopalatinas
(Bhaskar, 1978; Hand, 1986; Klein,1994). O exemplo grafico da estrutura de uma

glandula salivar completamente diferenciada pode ser observado na Figura 1.
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Aspectos da anatomia e histologia da glandula salivar mucosa
1A: Representagao esquematica da anatomia da glandula salivar.
1B a 1D: Em B, Iébulo de glandula salivar mucosa (H/E, aumento original X100). Em
C, detalhes dos aspectos histolégicos da estrutura glandular: acino mucoso
(asterisco) circundado por células mioepiteliais (seta azul) e ductos intra-lobulares
(setas pretas) (H/E, aumento original X400). Em D e E: periferia de Iébulos de
glandulas salivares mucosas com acinos mucosos e ductos excretores inter-

lobulares (setas) (H/E, aumento original X400).
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A formagao das glandulas salivares, como a de outros 6rgaos, envolve um
mecanismo morfogenético de coordenacdo, incluindo mudancas reguladas que
influem na forma celular, na expressao de genes; e na migragao celular direcionada,
levando a um completo desenvolvimento glandular com importantes funcgées
secretoras. Embora o desenvolvimento local e temporal seja significativamente
diferente entre as diversas glandulas, o processo de desenvolvimento é similar e
sofre influéncias de fatores intrinsecos e extrinsecos que regulam o processo de

morfogénese, proliferacdo e diferenciacdo celular.

Os fatores intrinsecos sdo definidos como caracteristicas pré-progamadas da
expressdao genética especifica para cada tipo celular. Durante sequéncia
programada, os genes sdo ativados e desativados em tempos apropriados levando
ao crescimento e diferenciacdo normal das células (Cutler, 1990; Klein, 1994;
Denny, et al, 1997). Os fatores extrinsecos sao sinais produzidos pela interacdo
célula-célula e célula-matriz-extracelular. O desenvolvimento do tecido glandular
envolve, portanto, interacdes entre o epitélio e o mesénquima para formar a
por¢do funcional da glandula (parénquima). Estas intera¢des sdo definidas como
indugdes secunddrias, nas quais a presenga do mesénquima torna-se indispensavel

para o desenvolvimento normal do epitélio.

O mesénqguima, também chamado de ectomesénquima ou mesoectoderma,
é formado por células derivadas do mesoderma e da crista neural.
Consequentemente, o ectomesénquima desempenha um papel fundamental no

desenvolvimento do tecido glandular humano, uma vez que sua interagdo com o
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epitélio regula tanto a iniciagdo como o crescimento e a citodiferenciagdo das
células do tecido glandular (Hand, 1986; Azuma e Sato, 1994; Klein, 1994; Denny et
al, 1997; Sakai et al; 2003).

A atividade coordenada de um grupo de células primitivas, que interagem
entre si e com as células vizinhas, determina a posicdo e a forma dos o6rgdos.
Embora ndo tenhamos informacbes suficientes sobre a coordenacdo destas
atividades, sabemos que a expressdo de ligantes e receptores especificos de
superficie celular estdo altamente relacionados em uma rede complexa de
sinalizacdo, que regula os processos de divisdo, migracao e diferenciacdo celulares

(Thiery, 2003).

3.2 InteragOes eptélio-mesénquima

O padrdo especifico de ramificacdo de diferentes glandulas e o grau de suas
diferentes secrecbes parecem ser controlados por sinais do mesénquima. O
primeiro trabalho para se identificar o importante papel da sinalizagao epitélio-
mesénquima foi realizado por Borghese (1950) com estudos da capsula do tecido
conjuntivo na regulagdo do desenvolvimento da glandula submandibular de
camundongos. Ele notou, em sistemas in vitro de cultivo celular, que rudimentos de
glandula submandibular de camundongos, os quais tinham sido removido o
mesénquima capsular, ndo sofriam o processo completo de morfogénese,

ramificacdo ou crescimento.
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Grobstein (1953a) confirmou os achados de Borghese e demonstrou que as
interagdes epitélio-mesénquima eram importantes desde as fases iniciais do
desenvolvimento. Ainda em 1953b sugeriu que a indugdo da ramificagdo na
morfogénese parecia ser dependente de macromoléculas produzidas pelo

mesénquima.

Estudos subsequentes realizados por Kallman e Grobstein (1966) sugeriram
que tais moléculas representavam o colageno. Spooner and Faubion (1980)
forneceram dados indicando que a sintese e deposi¢dao de colageno | e Il é
necessaria para morfogénese e ramificacdo das glandulas salivares. Posteriormente,
Kadoya e Yamashina (1993) demonstraram a presenca da integrina (subunidade
06), receptor de laminina, na superficie basal do epitélio da glandula
submandibular. Kadoya et al (1995 e 2003) demonstraram também que laminina e
subunidades a6 e B1 sdo necessarias na morfogénese/ramificacdo das glandulas

salivares.

Kashimata e Gresik (1997) demonstraram que além de moléculas da matriz
extracelular, fatores de crescimento como o fator de crescimento epidérmico (EGF)
sdo fisiologicamente importantes neste processo, uma vez que o RNA mensageiro
para EGF e o receptor EGFR sdo expressos durante o desenvolvimento fetal da

glandula submandibular e induzem a sintese da subunidade a6 da integrina.

Atualmente, pesquisadores relatam a importdncia de moléculas que
intermedeiam a comunica¢do entre parénquima e mesénquima. Essas moléculas

sdo principalmente representadas por diversas familias de moléculas de adesao, das
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quais as integrinas se destacam (Hynes, 1992; Larsen et al, 2006; de Archangelis e
Georges-Labouesse, 2000). Nesse ambito, em que a matriz extracelular é
constituida por uma variedade de proteinas especializadas e proteoglicanas capazes
de regular diversos processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo e
migracdo, sabe-se que o controle da adesdo exercido pelas integrinas é de

fundamental importancia (Yilmaz e Christofori, 2009).

3.3 As interagodes celulares

Interagdes celulares sdo essenciais na manutengdao da homeostase e
particularmente importantes durante o desenvolvimento de organismos
multicelulares. A partir dos estagios mais precoces do desenvolvimento, as células
estabelecem relacdes com a matriz extracelular, e estas constituem um dos
principais pré-requisitos para a diferenciacdo celular e organizacdo tecidual (De
Arcangelis e Georges- Labouesse, 2000). De forma geral, as unidades funcionais da
adesdo celular sdo tipicamente constituidas de complexos multiproteicos formados
por moléculas de adesdo, componentes da matriz extracelular e placas

intracitoplasmaticas (Gumbiner, 1996; Streuli e Akhtar, 2009).

As integrinas constituem a principal familia de moléculas que intermedeiam
interacGes entre células e matriz extracelular, influenciando direta ou
indiretamente numerosos aspectos do comportamento celular — adesdo e

migragao, proliferagdo, diferenciagdo. Ainda, essas moléculas tém sido
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crescentemente relacionadas com a manutencgdo de células-tronco/multipotentes
em seu nicho, definindo sua renovagdo e/ou sua diferenciagdo terminal (De
Arcangelis e Georges-Labouesse, 2000; Taneentzapf et al., 2007; Ellis eTaneentzap,

2010).

O termo integrina foi introduzido em 1987 por Hynes e colaboradores para
descrever uma familia de proteinas transmembranicas que parecia ser componente
fundamental e integral da membrana celular, ligando o citoesqueleto a matriz

extracelular.

Essas moléculas sdo heterodimeros transmembranicos, considerados
receptores da membrana celular, compostos por duas subunidades o (alfa) e B
(beta) que estdo ligadas de forma ndo-covalente e dependente de cations
bivalentes (Hynes, 1992). Mais de 20 heterodimeros de integrinas ja foram
identificados e estes reconhecem diferentes componentes da matriz extracelular,
bem como outros ligantes do meio e da superficie de outras células, por meio de
sua porcdo extracitoplasmatica (Hynes, 1992; Beauvais-Jouneau e Thiery, 1997).
Cada subunidade é composta de dominios extracitoplasmaticos grandes, de uma

porgdo transmembranica e de uma cauda citoplasmatica curta, exceto a subunidade
B4.

As integrinas agrupam-se em dareas denominadas adesdes focais, onde sua
porgdo intracitoplasmatica mantém contato com o citoesqueleto. Desta forma, as
integrinas proporcionam um canal de comunicagdao entre o meio extracelular e

intracelular, ativando e desativando vias de sinalizagdo que influenciardo o
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comportamento celular (Giancotti e Ruoslahti, 1999; Luo et al., 2007; Gahmberg et

al., 2009).

No meio extracelular, as integrinas servem primariamente como receptores
de colageno, laminina e fibronectina. Cada dimero de integrina reconhece mais de
um ligante e, por sua vez, cada ligante pode se unir a diferentes tipos de integrinas.
Entretanto cada interacdo é especifica e ligantes diferentes ativardo vias distintas

de sinalizacdo no meio intracelular (Heino, 2000).

No meio intracelular, o dominio citoplasmatico das integrinas interage com
as proteinas do citoesqueleto - o-actinina, talina, filamina; promovendo vias de
transducdo de sinais que envolvem proteinas relacionadas a diversas cascatas
sinalizadoras (Hemler, 1998). Adicionalmente, o dominio citoplasmatico das
integrinas interage com as proteinas reguladoras, como por exemplo, paxilina,
calreticulina, citoesinas, endonexinas e ICAP, que podem modificar a afinidade

dessas moléculas pelos seus receptores extracelulares (Darribére et al., 2000).

Nesse complexo cendrio da adesdo celular, as integrinas participam de vias
de sinalizagao que controlam a proliferagcao e sobrevivéncia celulares, a indugao
genética, a diferenciacdo e a mobilidade. Para realizar estas atividades bioldgicas, as
integrinas sdo recrutadas para complexos intracelulares que contém numerosas

proteinas e moléculas de sinalizacdo (Hemler, 1998).

Mudangas no repertdrio de integrinas na superficie celular e na composi¢do

da matriz extracelular tém vastas consequéncias no comportamento celular,
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alterando seu estado funcional e desencadeando processos como proliferacao,

diferenciagdo, migragao e morte (Yilmaz e Cristofori, 2009).

3.4 Integrinas e transdugao de sinais

Uma variedade de mecanismos de adesdo reafirma a importdncia da
organizacdo e comunicacdo celulares na arquitetura tecidual. InteracGes celulares
estaveis sdo necessarias para a manutencdo da integridade tecidual, e mudancas
dindmicas nesta adesdo sdo importantes nos processos de morfogénese e
diferenciacdo. Estes mecanismos sdo altamente regulados e intimamente
relacionados aos processos de desenvolvimento, migracdo e morfo-diferenciagdo
celulares (Giancotti e Ruoslahti, 1999; Guan e Chen, 1996; Streuli e Akhtar, 2009;

Meighan e Schwarzbauer, 2008).

O controle da adesao celular ocorre em diferentes niveis, e inclui modulagao
da afinidade e interagGes coordenadas com o citoesqueleto de actina (Giancotti e
Ruoslahti, 1999). Os sinais gerados localmente através dos receptores de adesdo
sao envolvidos em meticulosos mecanismos de regulagdo. Vias de sinalizagdao sao
ainda influenciadas por receptores de fatores de crescimento e fatores soluveis do
meio. Sinais gerados localmente através da adesdo celular também interagem com
vias classicas de transducdo de sinais que ajudam a controlar o comportamento

celular (Giancotti e Ruoslahti, 1999; Yilmaz e Christofori, 2009).
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A associagdo entre a adesao fisica e os mecanismos de sinalizagao celular
integra os diversos aspectos da morfogénese, proliferagao celular, diferenciagao e
coordenacdo, que sdo essenciais para a manutencdo da vida (Giancotti e Ruoslahti,

1999; Guan e Chen, 1996).

As integrinas exercem papel fundamental nesse cendrio, participando da
transducdo de sinais que controlam diversos mecanismos e processos fisiolégicos e
patoldgicos celulares. Sua capacidade de sinalizagcdo ocorre basicamente através de
dois mecanismos chamados sinalizacdo “inside out” e “outside in” que regulam as
atividades proliferativas e de diferenciacdo de células dependentes de adesdo

(Hynes, 1992).

O mecanismo “inside out” é o fendbmeno pelo qual a célula regula o estado
de afinidade de suas integrinas. Este mecanismo parece estar relacionado com a
propagacao de mudancas conformacionais no sentido dos dominios citoplasmaticos
das integrinas para seus epitopos de ligagdo extracitoplasmaticos, em resposta a
eventos sinalizadores intracelulares. Evidéncias correlacionam estas mudangas
conformacionais a eventos de fosforilagdo e desfosforilagao, que permitem a
associacdo de proteinas que podem regular o estado de ativacdo destes receptores

(Hynes, 1992; Clark e Brugge, 1995; Jones e Walker, 1999; Gahmberg et al., 2009).

O mecanismo “outside in” medeia sinais originarios da matriz extracelular
apos a ligacdo de integrinas com suas proteinas, e envolve a regulacdo de diversos
processos celulares fundamentais, tais como a formacdo de adesdes focais (Hynes,

1992; Clark e Brugge, 1995; Jones e Walker, 1999; Gahmberg et al., 2009).
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As integrinas, portanto, nao funcionam como receptores isolados, mas
engajadas em complexos supramoleculares nos locais de adesao celular a matriz
(Juliano, 1996). Suas caudas citoplasmaticas sdo, em sua grande maioria, curtas,
requerendo a presenca de proteinas adaptativas que as conectem com o
citoesqueleto, as proteinas quinases e os fatores de crescimento, uma vez que nao
ha evidéncias da presenca direta de enzimas no processo inicial de sinalizagdo (Clark

e Brugge, 1995).

Estudos realizados em receptores sintéticos ou mutantes de integrinas
indicam que a subunidade B é necessaria e suficiente para ligar a molécula de
integrina a adesdo focal, enquanto que a subunidade o regula a especificidade das
interacGes ligante-dependentes (Clark e Brugge, 1995). A interacdo das caudas
citoplasmaticas das integrinas com as proteinas intermediadoras de sua ligacdo com
o citoesqueleto de actina (talina, a-actinina, paxilina, vinculina e tropomiosina) tem
funcdo integrante na estruturacdo da morfologia e mobilidade celulares, além de
contribuir sobremaneira na associacdo de proteinas sinalizadoras que regulam a
transducdo de sinais, levando a mudancas comportamentais celulares induzidas por

estes receptores (Juliano, 1996; Clark e Brugge, 1995).

Dessa forma, duas hipdteses tentam explicar os mecanismos badsicos da
sinalizagdo proveniente da interagdao entre as integrinas e a matriz extracelular e
seu controle sobre a expressao genética, tendo como consequéncia mudangas no

comportamento celular.
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A primeira hipotese sugere que a ligacdo célula-matriz extracelular
intermediada pelas integrinas inicia a reorganizagao do citoesqueleto, resultando
em mudangas profundas na morfologia celular, o que influencia seu
comportamento e eventualmente o seu padrdo de expressao genética (Dannen e

Sonnenberg, 2003).

A segunda hipotese enfatiza a funcdo das integrinas como moléculas
sinalizadoras, que excitam cascatas de sinalizacdo, gerando mudancas na expressao

genética (Dannen e Sonnenberg, 2003).

Entre os sinais gerados pela influéncia das integrinas destacam-se os
aumentos do pH intracelular, o aumento do calcio intracelular, a sintese de lipideo
inositol e a fosforilacdo de quinases associadas as adesdes focais (Varner e Cheresh,

1996).

As vias sinalizadoras ativadas pelas integrinas foram identificadas através de
analise dos eventos bioquimicos que sao iniciados pela interagao das integrinas com
mensageiros secundarios - proteinas constitutivas ou reguladas pela fosforilacdo de
tirosinas - processo que tem significado impar na viabilizagao das adesdes focais

(Juliano, 1996; Clark e Brugge, 1995).

As cascatas de sinalizagdao intermediadas pelas integrinas, também
influenciardo a progressado do ciclo celular através da ativacdo de Jun, Fos e ciclinas,
via Ras (Giancotti e Ruoslahti, 1999). A regulacdo positiva e negativa destas cascatas

é mediada por fosfatases de tirosina (Giancotti e Ruoslahti, 1999).
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Adicionalmente, a interagdo das integrinas com receptores de fatores de
crescimento tais como EGF, FGF, e PDGF, nos locais das adesdes focais, resulta no
aumento da fosforilagdo destes receptores, no acumulo de substratos que irao
fomentar sua afinidade e na avidez por agentes mitogénicos e de vias sinalizacdo
gue influenciardo, por sua vez, o comportamento celular como proliferacdo,

diferenciacdo e morte (Boudreau e Jones, 1999; Larsen et al., 2006).

A sinalizacdo das integrinas ainda é essencial no controle do ciclo celular e
sua evolucdo através das fases GO-G1 (Juliano, 1996). Durante a divisdo celular,
células dependentes de adesdo perdem momentaneamente sua ancoragem, o que
facilita a replicagdo. Em contraste, adesdo celular a tipos especificos de matriz
extracelular favorece a parada do ciclo, agindo em sinergismo com citocinas e
outros fatores soluveis do meio, que orquestram juntamente com as integrinas os
fendmenos de morfogénese e diferenciacdo celular (Giancotti e Ruoslahti, 1999;

Yilmaz e Christofori, 2009).

A composi¢ao da matriz extracelular é essencial para a determinagdo do
comportamento fenotipico de cada célula. O elo entre este estimulo externo e o
meio interno é exercido primariamente pelas integrinas (Giancotti e Ruoslahti,

1999; Yilmaz e Christofori, 2009).

Os conhecimentos atuais sobre as vias de sinalizacdo relacionadas as
integrinas ainda sdo truncados e dependentes de aprofundamento. Dada a

importancia das integrinas e de sua participacdo em processos bioldgicos, estudos

vém sendo realizados no sentido de elucidar a distribuicdo e compreender as
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fungdes dessas moléculas também durante o desenvolvimento. As integrinas
parecem estar intimamente ligadas a fungdes que regulam e que se relacionam aos
processos de adesdo celular, migracdo e morfo-diferenciacdo durante o
desenvolvimento dos organismos celulares, bem como em suas vidas adultas

(Giancotti e Ruoslahti, 1999).

Durante o desenvolvimento, as integrinas sdo expressas de forma dindmica e
regulada, e estudos in vitro mostraram que a interacdo célula-matriz extracelular
mediada pelas integrinas é importante para a diferenciacdo de diversos tipos
celulares tais como mioblastos, queratinécitos, células da crista neural, células
epiteliais, células do musculo cardiaco, entre outras. Em especial, a subunidade 31
exerce grande influéncia sobre o processo de diferenciacdo dessas células (Maitra

et al., 2000; Green et al., 1998).

Na organogénese, as integrinas tém se mostrado importantes na formagao
do sistema nervoso central dos vertebrados participando de complexos eventos
indutivos e rearranjos teciduais até a producdo do tubo neural. A partir disto, a
crista neural se forma e suas células migram ao longo da matriz extracelular rica em
fibronectina, laminina, vitronectina, coldgeno e tenascina (Darribére et al., 2000;

Dufour et al., 1998).

Durante os processos de miogénese, importante expressao de integrinas
tem sido relatada. Essa expressdo € decrescente até a completa diferenciagao
muscular no embrido bem desenvolvido (Sastry et al., 1996). Na linha de estudos

sobre o desenvolvimento do musculo cardiaco, relata-se que células-tronco
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embrionarias nulas para integrina 1 tém sua diferenciagdo severamente alterada
quando comparadas com células-tronco selvagens. Nesse estudo os autores
concluem que a diferenciacdo do musculo cardiaco depende de forma crucial da
presenca da subunidade B1 das integrinas, a despeito das outras subunidades o que

possam associar-se a ela (Fassler et al., 1996).

Outro estudo ressalta, ainda, que a adesdo da subunidade B1 a matriz
extracelular parece ser essencial para a ativagao da ciclina D1 e sua cascata, durante
o desenvolvimento do coragao. O bloqueio desta subunidade inibe a progressao do
ciclo celular de células embriondrias, sugerindo que a integrina B1 pode agir como
mecanotransdutor importante para a migracdo celular durante a morfogénese do
musculo cardiaco (Maitra et al., 2000). A presenga de integrinas ainda é citada nos
processos de vasculogénese e angiogénese (Drake et al.,, 1995; Hammes et al.,

1996).

A morfogénese tubular, que leva a formagdo da traquéia e bronquiolos
distais durante o desenvolvimento fetal, também depende das interagdes entre as
integrinas e matriz extracelular, sendo essas interagdes as responsaveis pela

modulagdo da migragdo das células epiteliais nesse processo (Coraux et al., 2000).

Na mucosa gastrica em desenvolvimento, a expressdo coordenada de
integrinas a2 e a3 e a redistribuicdo celular da integrina a231 parecem representar
evento-chave na diferenciagdo das glandulas secretoras, especialmente das células

responsaveis pela sintese e secrecdo de enzimas digestivas (Chénard et al., 2000).
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O envolvimento das integrinas é relatado no controle da proliferacao,
apoptose, diferenciacdo e manutencdo da polaridade baso-apical de células
epiteliais mamarias e, portanto, essencial para o desenvolvimento e funcdo da
glandula mamaria normal (Faraldo et al., 1998). Em trabalho mais recente, Faraldo e
seus colaboradores verificaram que a alteragdo da fungdo da integrina 1 na
glandula mamaria de camundongos causa diminuicdao da proliferacdo de seu
componente epitelial durante as fases de gestacdo e lactacdo, demonstrando ainda
a relacdo desse fato com vias sinalizadoras que regulam tais processos por meio da

subunidade B1 (Faraldo et al., 2001).

Na ultima década, as integrinas, especialmente a subunidade 31, vém sendo
relacionadas a presenca de células-tronco e a manutencdo destas células em seus
nichos (Watt e Hoggan, 2000). Na pele, a populacdo de células-tronco apresenta
niveis altos de expressdo de integrina B1, e a medida que estas células tornam-se
comprometidas com a diferenciacdo, observa-se queda nos niveis dessa proteina
(Bagutti et al., 2001). Em outros trabalhos mais atuais, esta pesquisadora e seu
grupo avangam no estudo da integrina 31 em relagdo as células-tronco confirmando
sua inter-relagdo e sugerindo que diferencas no agrupamento e mobilidade dessas
células implicam em diferencas na adesividade celular, mantendo-as em seus nichos
(Watt, 2001; Zhu et al.,, 1999; Bagutti et al., 2001). A diferenga nos niveis de
expressdo da integrina f1 em células-tronco e células multipotentes é fend6meno

conhecido da diferenciacdo epitelial (Watt, 2002).
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A expressdo da integrina 1 na pele ainda relaciona-se diretamente com a
manutengao deste tecido. A perda desta subunidade resulta em perda de pélos,
foliculos pilosos aberrantes, diminuicdao significante da proliferagdo dos
queratindcitos e anomalias na sua morfologia, organizacdo e diferenciagao.
Relatam-se também distor¢des na formagao da membrana basal e na patogénese

de algumas doencas vésico-bolhosas (Brakebush et al., 2000).

Nas glandulas salivares, a identificagdo de células-tronco tem sido
perseguida, no intuito de se compreender os processos de desenvolvimento e
diferenciacdo dessas glandulas, bem como as neoplasias que as acometem.
Entretanto, nas revisdes disponiveis sobre o assunto, ndo hd consenso sobre a
localizacdo do compartimento proliferativo ou das células-tronco na estrutura das
glandulas salivares normais (Dardick e Burford-Masson, 1993). Sua identificacdo
poderia abrir novas possibilidades de estudos na 4rea de regeneracdo desse tecido,

e as integrinas podem ser moléculas-chave na identificacdo dessas células.

Estudos sobre as integrinas nas glandulas salivares humanas sdo escassos e
em sua maioria exploram a presenca e distribuicdo dessas moléculas nas glandulas
salivares normais e em neoplasias que as acometem (Sunardhi-Widyaputra e
Vandamme, 1994; Franchi et al., 1997; Loducca et al., 2000; Lourenco e Lima, 2007).
Estudo in vitro sobre a diferenciagdo de células cultivadas a partir de glandula
submandibular de camundongos mostrou que a integrina 331 é necessaria para a

diferenciacdao de células glandulares e que sua falta compromete a fun¢ao de
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componentes de complexos de adesdao, bem como importantes vias de sinalizagao

celular (Menko et al., 2001).

Na realidade das glandulas salivares, portanto, muitos processos do
desenvolvimento e diferenciacdo ainda sdo amplamente desconhecidos,
especialmente com relagdo a presenca e localizacdo de células-tronco, bem como a
processos iniciais de comprometimento celular com a diferenciacdo. Sendo assim,
baseados na literatura e em nossa propria experiéncia, acreditamos que a presenca
da subunidade B1 pode desempenhar fungdes distintas em diferentes momentos da
diferenciacdo glandular. Em fases mais precoces, essa subunidade parece estar
relacionada a presenca de possiveis células-tronco, e mais tardiamente, a

diferenciacdo e fungdo glandular.

Alicercados nas informacGes da literatura supracitada que enfatiza a
importdncia da subunidade B1 das integrinas em diversos processos e fases do
desenvolvimento de tecidos e drgdos e na manutencdo de células-tronco em seus
compartimentos, nos propomos a estudar a expressdo genética da integrina 1 em
diferentes estagios do desenvolvimento das glandulas salivares humanas, no
sentido de investigar a participagdo dessa molécula nos compartimentos

proliferativos e células-tronco dessas glandulas.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Obtencdo e selegio de fetos humanos para dissecciao de estruturas

glandulares.

Trinta fetos humanos provenientes de abortos legais pesando até 500G e
submetidos a exame de verificacdo de dbito foram utilizados em nosso estudo. Este
material foi coletado na Divisdo de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Espécimes macerados e em
mau estado de preservacdo foram excluidos da amostra. Também foram
descartados fetos que apresentavam aberragdes ou que sabidamente possuiam
algum tipo de alteracdo genética. As idades gestacionais dos fetos foram

determinadas por meio da medida plantar segundo Mc Bride et al., 1984.

Estudo anatdmico da face fetal foi realizado para haver maior precisao

durante a dissecgao com melhor aproveitamento das estruturas glandulares.

As estruturas orais e glandulares foram entdo dissecadas com instrumentos
cirdrgicos com o intuito da maxima preservagdo das estruturas e érgdos, do ponto
de vista anatdémico e histopatoldgico. Todas as estruturas dissecadas foram entao
catalogadas de acordo com a idade fetal e localizagdo anatomica ou oérgao, e
processadas histologicamente para posterior analise em microscopia Optica para
identificacdo das estruturas glandulares e determinacdo de sua fase de

desenvolvimento.
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Nos fetos em fase mais precoce de desenvolvimento, cuja anatomia facial
ainda ndo permitia separagao por estruturas, a disseccdao se procedeu “en bloc”,
separando-se toda a porgdo inferior da face para processamento.

Em geral, foram dissecadas as seguintes estruturas:

e Glandulas pardtidas

¢ Glandulas submandibulares
® Mucosa jugal

e Labios - superior e inferior
® Palato

®e Lingua

e Soalho bucal

4.2 Processamento histolégico

Todo o material dissecado foi processado histologicamente e
posteriormente embebido em blocos de parafina. Cortes histolégicos de 5um de
espessura foram realizados e estes foram corados com hematoxilina e eosina para

checagem da presenca e analise morfoldgica das estruturas glandulares.

Para facilidade da andlise de nosso estudo, as estruturas glandulares
encontradas foram classificadas de acordo com seu estagio de diferenciacdo, a

saber:
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® Pré- Botao

® Botdo Inicial

® Pseudoglandular
e Canalicular

e Botdo Terminal

4.3 Hibridizagao in situ

Para a realizagdo dessa técnica, foi utilizada sonda cDNA para integrina B1.
Estudo da sequéncia genética da integrina [P1 foi realizado in silico
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) a fim de podermos selecionar a melhor
sequéncia a ser utilizada em nossa sonda. Para a realizagdo dessa técnica, foi
utilizada sonda cDNA para integrina B1. A fim de selecionarmos a melhor sequéncia
a ser utilizada em nossa sonda, realizamos estudo da sequéncia genética in silico). O
desenho das sondas foi orientado pelo Departamento de Patologia Bucal do St
Bart’s and The Royal London School of Medicine and Dentistry, Londres, Inglaterra.
Dessa forma, trés sondas de integrina B1 foram sintetizadas com sequéncias
diferentes, e apods testes, foi escolhida apenas uma com a qual realizamos todos os

experimentos e cuja especificagdo encontra-se a seguir:

5’-3" AAATTC CTG AGC TTA GCT GGT GTT GTG CTA ATG TSS GGC ATC ACAGTCTTT
TCC ACA AAT (GeneBank X07979) — sonda sensede cDNA, marcada com biotina e

complementar as sequéncias utilizadas para rea¢do da polimerase em cadeia (PCR).
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Sonda “scramble”, marcada com biotina foi empregada seguindo o mesmo
protocolo e foi considerada como controle negativo (5’-3' CCG TGT GGG ACG GAA

CTT ACG CGA TSS CGG CAG ACT AAT AGC AGT CGG AAG GTC CAT).

4.4 Protocolo utilizado nas reacoes de hibridizagdo in situ

Fragmentos de 5um foram cortados e colocados sobre laminas silanizadas.
As laminas contendo os cortes foram armazenadas por 24 horas em estufa a 40°C.
Estes foram desparafinizados em dois banhos de xilol, sendo o primeiro a 60°C por
30 minutos e o segundo a temperatura ambiente por 20 minutos. A seguir os cortes
foram re-hidratados em cadeia descendente de etanol (100%, 95%, 85%,
respectivamente) e posteriormente incubados em solucdo de 10% de hidrdxido de
amonio em alcool 95% por 10 minutos, para remoc¢ao dos pigmentos formélicos
depositados no tecido. Os cortes foram entao imersos em solugao em agua tratada

com diethyl pirocarbonato (DEPC).

4.4.1 Pré-hibridizacao

Os cortes foram incubados em PBS-DEPC contendo 100mM de glicina (duas
trocas de cinco minutos). Em seguida, foram tratados com PBS-DEPC contendo 2%

de Triton® X-100 por 15 minutos para permeabilizacdo da membrana celular e
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lavados em duas trocas de PBS-DEPC. A seguir, digestdo tecidual foi realizada por 10
minutos a 372C com tampado PBS, contendo de 25 pg/ml de Proteinase K (livre de
RNAse), seguida de lavagem em PBS-DEPC (duas trocas de cinco minutos). A seguir,
os cortes foram incubados com H,0, 10V por 20 minutos a fim de se bloquear a
peroxidase enddgena e entdo lavados em PBS-DEPC (duas trocas de cinco minutos).
Seguiu-se incubacdo com leite Molico a 10% em PBS por 60 minutos. Apds nova
lavagem com PBS (duas trocas de cinco minutos) os cortes foram acetilados (duas
trocas de cinco minutos) por meio de incubacdo em solucdo de TEA (trietanolamine)
0.1M, pH 8.0, contendo 0.25% de acético anidro e finalmente incubados em placa

guente a 952C por sete minutos em solucdo tampao de hibridizagao.

4.4.2 Hibridizagao in situ

O excesso de tampdo de hibridizacao foi removido por meio de cuidadosa
secagem com papel de filtro e entdo os cortes foram incubados com a sonda para
integrina B1 marcada com biotina, diluida em tamp3o de hibridizagdo*. A incubagao
foi realizada a 552C “overnight” em camara umida. Controles negativos foram
incubados com a sonda “scramble” e apenas com tampao de hibribrizacdo, sem

sonda.
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4.4.2.1 Tampao de hibridizagao:

Formamida deionizada, 50% de sulfato de dextran, 50X solucdo Denhardt,
20XSSC, 10mM DTT, 10mg/ml H,O de yeast t-RNA, 10mg/ml H,O de DNA de
esperma de salmdo, 1Img/ml H,0 PolyA-PolyC, 10mg/ml pirofosfato inorganico em

TRIS1IM pH 7.4

4.4.3 Pos-hibridizagdo

A sonda foi removida por meio de quatro lavagens de 15 minutos com 2X
SSC contendo 2% de Tween 20 e 0.1% de soro fetal bovino a 452C. Os cortes foram
entdo incubados por 30 minutos a 372C em tampdo SSC contendo 20ug/ml de
Rnase A (500mM de NaCl, 10mM de TRIS, 1mM de EDTA, pH 8.0), para digestdo de
possiveis remanescentes de sonda ndo hibridizada e lavados (2X 30 minutos a 372C)

em 0.1XSSC.

A detecgdo da sonda foi realizada por meio de uso do Kit GEN POINT (DAKO),

cujos passos sao brevemente descrito a seguir:

A. Incubagdo com anticorpo primario streptavidina HRP (1:300) por 20 minutos;

B. Incubagao com biotinil-tiramida por 20 minutos;

C. Incubagdo com anticorpo secundario HRP por 20 minutos;

D. Incubacdo com 3’3 diaminobenzidina por trés minutos;
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Cada um desses passos foi precedido por quatro lavagens de cinco minutos

com PBS em temperatura ambiente.

Os cortes foram entao contracorados com hematoxilina de Carazzi por cinco
minutos, desidratados em cadeia ascendente de &alcoois e montados em resina

Permount, e finalmente visualizados em microscopio éptico.

Controles positivos internos como musculo e epitélio de revestimento foram
considerados. Dois controles negativos foram utilizados. Um controle da reacdo,
incubando os cortes s6 com tampdo de hibridizacdo, substituindo a sonda, e outro

utilizando a sonda “scramble”.

4.5 Anadlise dos resultados obtidos

Foram consideradas positivas as células marcadas e identificadas pela
coloracdo castanho-dourada. Todos os resultados foram analisados de forma
qualitativa utilizando-se microscépio 6tico convencional-e considerados de acordo

com a fase da morfogénese glandular.

O registro dos resultados foi realizado por meio de fotomicrografia digital
com aparelho fotografico acoplado ao microscopio éptico, marca Nikon, Eclipse-

E200.
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5. RESULTADOS

Os fetos obtidos e utilizados no presente estudo variavam entre 4 e 25
semanas de vida intra-uterina (VIU) sendo, 4 semanas (1 feto), 12 semanas (2 fetos),
14 semanas (3 fetos), 16 semanas (3 fetos), 17 semanas (1 feto), 18 semanas (2
fetos), 19 semanas (3 fetos), 20 semanas (5 fetos), 21 semanas (5 fetos), 22
semanas (2 fetos), 23 semanas (1 feto), 25 semanas (2 fetos).

Exemplos das estruturas dissecadas estdo ilustrados na Figura 2.



FIGURA 2
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FIGURA 2: EXEMPLOS DE ESTRUTURAS ANATOMICAS QUE APRESENTAM

ESTRUTURA DE GLANDULAS SALIVARES EM DESENVOLVIMENTO.

A: Labio superior e inferior de feto de 23 semanas de vida intra-uterina.

B: Lingua (feto de 23 semanas de vida intra-uterina).

C: Glandula pardtida em posicdo anatdmica (cabeca de seta). Notar a morfologia

plana da glandula que ainda se encontra em fase precoce do seu desenvolvimento.

D: Glandula submandibular (estrutura circular e acastanhada), localizada na face

interna da mandibula nessa fase (feto de 23 semanas de vida intra-uterina).
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5.1 RESULTADOS MORFOLOGICOS

FETO COM 4 SEMANAS DE VIDA INTRA-UTERINA

Nesta fase do desenvolvimento fetal identificou-se apenas a presenga de
cavidade oral primitiva revestida por epitélio simples, por vezes de duas camadas.
Ainda ndao se observam vestigios que remontem a presenga de rudimentos

glandulares.

FETO COM 12 SEMANAS DE VIDA INTRA-UTERINA

Foram observados brotos de glandulas salivares menores no labio superior,
no palato posterior, na mandibula e no soalho bucal. Esses brotos epiteliais sélidos
eram compostos por células cubdides irregulares, de aspecto basaldide e
indiferenciado.

Na lingua e no labio inferior, apds cortes seriados realizados em todo o
espécime, nao foi observada a formagdo de glandulas salivares menores.

Nesse espécime ndo foi possivel a dissec¢ao integra das glandulas parétida e

submandibular.
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FETOS COM 14 SEMANAS DE VIDA INTRA-UTERINA

Nesse periodo as glandulas salivares menores foram observadas no labio
inferior, na mucosa jugal, na por¢cdao anterior da lingua e no palato posterior,
exibindo alguns corddes epiteliais ramificados, correspondendo ao terceiro estagio
do desenvolvimento glandular.

No soalho bucal e na mandibula as glandulas salivares menores foram
observadas no estagio de canalizacdo, tendo em vista que foi notado o
aparecimento de ductos, tubulos e sacos terminais.

Nos espécimes do labio superior, mucosa jugal esquerda, mucosa jugal
direita, porcdo posterior da lingua e palato anterior ndo foram observadas glandulas
salivares em desenvolvimento.

As glandulas parotida e submandibular apresentavam estruturas epiteliais
nos estagios de broto, ramificagdo epitelial e algumas estruturas em fase de
canalizagdo. As células epiteliais exibiam nucleo amplo, citoplasma eosinofilico e,
por vezes as estruturas epiteliais mostravam-se contornadas por células fusiformes
ou estrelarias. A presenca de lébulos glandulares ja se fazia evidente e estes eram

separados entre si por um contorno de tecido conjuntivo frouxo bem vascularizado.
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FETOS COM 16-18 SEMANAS DE VIDA INTRA-UTERINA

No labio superior, as glandulas salivares mostravam numerosas ramificagdes
correspondendo ao estagio de botdo inicial. No |abio inferior e mucosa jugal direita
foram observadas glandulas salivares menores no estagio pseudo glandular.

Na mucosa jugal esquerda e na porcdo anterior da lingua, as glandulas
salivares menores encontravam-se no inicio do estagio canalicular, enquanto que na
porcdo posterior da lingua, do palato posterior, da mandibula e do soalho foi
observado o estagio de botdo terminal.

No estagio canalicular inicial, as células epiteliais dos sacos terminais
comecavam a exibir citoplasma amplo, claro, e com granulos no seu interior.
Enquanto que as demais células do tubulo terminais possuiam ainda um aspecto
indiferenciado, cubdide, irregular, com citoplasma escasso e nucleo volumoso.
Portanto, nesse estagio, ficou caracterizado o inicio da diferenciagdo morfoldgica
dos acinos.

No estagio de botao terminal, as por¢des terminais das glandulas salivares
menores exibiam células acinares morfologicamente diferenciadas, apresentando
aspecto piramidal, citoplasma amplo, claro, rico em granulos de secre¢do e nucleo
achatado, situado no pdlo basal da célula. Nesta fase, os tubulos terminais eram
compostos por duas camadas de células, e ao redor das células acinares notaram-se
células de aspecto fusiforme, com nucleo achatado e central, interpretadas como

provaveis células mioepiteliais.
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Nas glandulas pardtida e submandibular, as estruturas glandulares
apresentavam nuances entre os estagios pseudo glandular e canalicular inicial, com
a evidéncia de estruturas que exibiam sacos terminais rudimentares, com células

epiteliais de citoplasma amplo e claro.

FETOS COM 19-21 SEMANAS DE VIDA INTRA-UTERINA

Nos labios, na mucosa jugal e na lingua foram observadas glandulas salivares
menores no estagio canalicular.

Em outros locais - palato, mandibula e soalho — as glandulas salivares
exibiam aspecto morfolégico de botdo inicial.

Nas glandulas pardtida e submandibular, observavam-se estruturas nos
estdgios pseudo glandular. Ja se podia observar lI6bulos glandulares bem formados
com evidente separacdo por septo fibrovascular e estruturas epiteliais contornadas
por células fusiformes e estreldrias. Algumas estruturas ductais ja canalizadas
encontravam-se mais maduras exibindo epitélio glandular pluriestratificado.
Entretanto, ao longo do exame dessas glandulas ainda se notava presenga de raras
estruturas menos diferenciadas, no estagio de ramificagdo epitelial e ductos recém-
-canalizados, com apenas uma camada de células de nucleo amplo e citoplasma

eosinofilico.
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FETOS COM 22-25 SEMANAS DE VIDA INTRA-UTERINA:

As glandulas salivares identificadas nas estruturas dissecadas exibiam
estagio de botdo terminal com sacos terminais bem diferenciados exibindo células
de citoplasma amplo e claro, por vezes com presenca de granulos. Ainda podiam-se
observar estruturas menos diferenciadas nos estagios de botdo terminal de
diferenciacdo acinar. Muitas estruturas ductais nessa fase ja exibiam
pluriestratificacdo e os ldbulos de glandulas salivares encontravam-se bem
delimitados por septos fibrovasculares.

Nas glandulas pardtida e submandibular, a diferenciacdo também ja se
encontra mais avangada com maior nimero de estruturas na fase de canalicular e
botdo terminal. Os Iébulos glandulares encontram-se bem formados e as estruturas
glandulares bem organizadas, muitas delas contornadas por células fusiformes ou
estrelarias. Os ductos excretores mostram pluriestratificagdo e os sacos terminais,
células de citoplasma amplo, as vezes exibindo granulos citoplasmaticos.

Como se pode notar, o desenvolvimento das glandulas salivares ocorre em
etapas diferentes em um mesmo feto, dependendo do local anatémico, isto é, em
um mesmo espécime pudemos encontrar estruturas glandulares em estagios
diferentes de sua diferenciacdo. Dessa forma, para maior facilidade de estudo,
dividimos as estruturas glandulares segundo sua etapa de desenvolvimento, e ndo
segundo a idade fetal. Assim, analisaremos nossa amostra segundo o seguinte
critério.

Essas fases estdo ilustradas na Figura 3.
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Figura 3: Estagios de diferenciagdo das glandulas salivares

A: Fase de pré-botao composto por células de aspecto basaldide e indiferenciado
(hematoxilina/eosina, aumento original X400)

B: Cordodes epiteliais ramificados e presenca de algumas estruturas exibindo inicio
de limen central (hematoxilina/eosina, aumento original X400)

C: Cordoes epiteliais solidos com inicio de canalizacdo (hematoxilina/eosina,
aumento original X400)

D: Ducto excretor canalizado e exibindo estratificacio epitelial
(hematoxilina/eosina, aumento original X400)

E: Inicio da canalizagdo com presenca de sacos terminais rudimentares
(hematoxilina/eosina, aumento original X400)

F: Glandula salivar mucosa: botdo terminal com estruturas acinares
morfologicamente diferenciadas, com células de citoplasma amplo e claro e aspecto

piramidal (hematoxilina/eosina, aumento original X400)
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5.2 Resultados da hibridizag¢ao in situ

FASE DE PRE-BOTAO

Poucas estruturas glandulares foram observadas na fase de pré-botao, uma
vez que a maioria dos fetos obtida encontrava-se em fases mais avangadas do
desenvolvimento fetal. Entretanto, as estruturas identificadas como pré-botao
apresentavam raras células expressando integrina 1. Quando identificada a
expressdo, esta se mostrava como fina linha ao redor do nucleo (posi¢do

paranuclear) (Figura 4A).

FASE DE BOTAO EPTELIAL:

Nesse estagio, a expressdo da integrina 1 foi observada em raras células
epiteliais, de citoplasma amplo e basofilico. A expressdo da integrina 1 foi notada
em padrdo do tipo linha paranuclear, ou em forma de pontos, com marcagdo

bipolar ou contornando o nucleo celular (Figura 4B).

FASE PSEUDO-GLANDULAR:

A maior parte dos espécimes analisados exibia glandulas salivares nesse

estagio de diferenciagdo. No ducto ja canalizado, a expressao genética da integrina



50

B1 foi varidvel. Nos ductos canalizados das glandulas maiores (pardtida e
submandibular), o padrdo de expressdo da integrina 31 foi similar ao visto na etapa
anterior — apenas algumas células expressavam a sequéncia genética e esta
aparecia em posicdo paranuclear. J& nas glandulas menores, a expressdao da
integrina B1 foi mais abundante, estando presente em maior nimero de células e
apresentando padrdo de expressdao em forma de pontos bipolares paranucleares,

ou até mesmo contornando o nucleo celular (Figuras 4C-4D).

CANALICULAR:

Expressdo da integrina B1 apenas em células de nicleo amplo e nucléolo
evidente, nas extremidades dos sacos terminais. Essa expressdao é discreta,
restringindo-se a poucas células. As estruturas ductais canalizadas e bem
diferenciadas apresentavam expressdo da integrina B1 de forma mais abundante,
contornando os nucleos das células luminais, e, por vezes, exibindo padrdo

polarizado de expressdo (Figura 4E-4F-5A-5B-5Ce5D).

BOTAO TERMINAL:

Raras células das estruturas acinares bem diferenciadas exibiam expressao
de integrina B1 (Figura 5E-5F). Nas estruturas ductais a expressdo da integrina B1 foi
muito mais abundante, estando presente de forma mais ampla nas células epiteliais

dos ductos bem diferenciados e algumas vezes pluri-estratificados.
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FIGURA 4
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Figura 4: Expressdo da integrina 1 no desenvolvimento das glandulas salivares

humanas (hibridizacao in situ)

A: Fase de pré-botdo: células de aspecto basaldide indiferenciadas exibindo rara
expressdo de integrina 1.

B: Inicio da fase pseudoglandular: broto epitelial em inicio de ramificagao
mostrando expressdo de integrina 1 em poucas células em padrdo linear
paranuclear.

C: Fase pseudoglandular: maior nimero de células expressando integrina 1 em
posi¢do paranuclear.

D: Estrutura glandular composta de ramos epiteliais e estrutura ductal rudimentar.
Expressdo de integrina f1 é mais intensa na porgdo do ducto ramificado.

E: Estrutura epitelial em fase canalicular mostrando expressdo de integrina B1 em
células epiteliais de ntcleo amplo e claro em posigdo paranuclear (padrdo linear).

F: Fase canalicular: raras células exibem expressdo de integrina f1 em forma de

pontos e “clusters” circundando toda a periferia nuclear.
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FIGURA 5
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Figura 5: Expressdo da integrina B1 no desenvolvimento das glandulas salivares

humanas (hibridizacao in situ)

A: Fase canalicular: células exibindo expressdo de integrina 1 em forma de pontos
esféricos ao redor do nucleo.

B: Fase canalicular: expressdo de integrina B1 circundando o nucleo celular das
estruturas que exibem lUmen desenvolvido.

C: Ducto canalizado: expressdo de integrina 1 em halo paranuclear

D: Ducto excretor canalizado e morfologicamente diferenciado exibindo expressao
de integrina B1 em pontos por vezes bipolares em posigdo paranuclear

E: Fase de botdo final: células exibindo expressdo de integrina 1 em forma de
pontos esféricos ao circunjacentes ao nucleo celular

F: Fase de botdo final: estrutura acinar ndo mostra expressdo de integrina B1. Esta
molécula é evidenciada apenas a partir do segmento ductal em forma de pontos

paranuclares.
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Tabela 1 — Andlise semi-quantitativa da expressdo da integrina B1 durante as
diferentes fases morfogénese das glandulas salivares humanas e na
glandula salivar plenamente desenvolvida (fase adulta) verificada pela
técnica de hibridiza¢do in situ.

Integrina B1
Hibridizagao in situ
células epiteliais +
ESTAGIO . T
corddes epiteliais +
PSEUDOGLANDULAR 7
ORFO
DA ANDULA células ductais ++
AL células mioepiteliais 0
células ductais +++
ESTAGIO DE BOTAO - .
células acinares
TERMINAL Hlasad *
células mioepiteliais 0
R células ductais +++
GLANDULA
SALIVAR HUMANA
PLENAMENTE células mioepiteliais 0

DESENVOLVIDA

células acinares +

0: negativo
+: positividade em células isoladas
++: positividade poucas células

+++: positividade em muitas células
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6 DISCUSSAO

Pouco se sabe sobre os mecanismos que regulam o desenvolvimento das
glandulas salivares humanas. Como outras glandulas e tecidos, é muito provavel
gue o desenvolvimento seja coordenado por meio de varios eventos integrados que
afetam a proliferacdo, a morfogénese e as interagdes célula/matriz extracelular.
Estes eventos sdo altamente regulados tanto temporalmente como espacialmente
(Cutler, 1989). Nas glandulas salivares estes eventos provavelmente passam a
influenciar sua morfogénese por volta da sexta semana do desenvolvimento fetal,
guando células especificas do eptélio oral se submetem a um crescimento baseado
em interacdes eptélio-mesénquima, levando a eventos relacionados com sua
formacao e citodiferenciacdo (Cutler, 1990; Kashimata e Gresik, 1996).

Com relacdo aos aspectos morfoldgicos das glandulas salivares, observamos,
em nosso material, a partir da 92 semana de vida intrauterina, a presenca de brotos
epteliais em forma de espessamentos. Estes espessamentos eram compostos de
células epiteliais de aspecto ainda indiferenciado e/ou basaldide e originados a
partir do epitélio do revestimento em diferentes locais anatomicos. Estes achados
corroboram os de outros autores (Zimmerman e Zeidenstein, 1951; Muller et al,
1991; Dale, 1994) que observaram o inicio da formacdo das glandulas salivares por
volta da 92-102 semana de VIU.

A partir desta fase inicial do desenvolvimento das glandulas salivares, as

células epiteliais formaram corddes solidos que se ramificaram e posteriormente se
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canalizaram e, em fases mais tardias, formaram as unidades acinares secretérias
das glanduals salivares.

Notamos em nosso estudo, que a cronologia do desenvolvimento variou de
acordo com o local anatomico da glandula, e também, que em uma mesma
glandula, existiam estruturas em fases diferentes da morfogénese. Nesta
observacdo constatamos que as glandulas do soalho bucal e as submandibulares
eram as mais desenvolvidas morfologicamente nos tempos embrioldgicos
estudados.

Esse fato pode estar relacionado com a etapa do desenvolvimento e a
relacdo das células que formardo o parénquima glandular com o micro-ambiente
em que as glandulas salivares se inserem, e pode denotar provaveis influéncias do
micro-ambiente em mecanismos complexos de expressao genética e cascatas de
sinalizagdao que culminem com a diferenciagao das estruturas epiteliais glandulares.

As integrinas parecem ser as moléculas chave nos processos de interagao
das células epiteliais glandulares com o micro-ambiente (epitélio—-mesénquima) e as
perturbacdes da sua expressdo podem levar a ma formacdo e func¢do glandular
deficiente. Menko e colaboradores (2001) demonstraram que a auséncia do dimero
integrina alfa3f1 afeta varios componentes do complexo de adesdo e suas vias de
sinalizagdo associadas as glandulas salivares, como por exemplo, Cdc42 e RhoA e
duas Rho GTPases, que regulam a organizacdo do citoesqueleto de actina.

O papel da integrina B1 tem sido investigado em outros tecidos e a sua
importancia nos processos de desenvolvimento dos mesmos estd sendo

estabelecido. Nas glandulas mamarias que apresentam uma morfologia similar as
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das glandulas salivares, a alteragdo da integrina B1 resulta um desenvolvimento e
diferenciagao precarios do epitélio secretor (Faraldo et al., 1998).

Seguindo a mesma linha de estudo, Naylor e colaboradores (2005),
demonstraram que o disturbio no desenvolvimento lobular das glandulas mamarias
em camundongos se deve a falta da integrina B1, que se manifesta como alteragao
na proliferacdo epitelial, desencadeada pela auséncia desta molécula.

Nossos estudos concluiram que durante os estagios iniciais da morfogénese

das glandulas salivares — pré-botdo e botdo inicial - a integrina B1 estava presente

em raras células e aumentou a medida que a diferenciacdo progredia. Estes
resultados sugerem que a integrina Bl é importante na fase inicial do
desenvolvimento, quando ocorrem as interacdes entre células do botdo epitelial e o
meio extracelular recentemente formado.

No estagio pseudoglandular, a integrina 1 se apresentou em forma de anel

em algumas células ductais. Esses resultados foram semelhantes aos resultados de
outros autores, cujos estudos sugeriram que a presenga da integrina B1 pode ser
uma proteina indicadora do nicho de células-tronco mamdrias e cutaneas (Watt et
al., 2000). Nesta situagdo, a integrina 1 parece impedir que a falta de adesdo
eficiente direcione tais células para processos de diferenciagdo terminal (Watt e
Hoogan, 2000). Além disto, proteinas da matriz-extracelular podem modular a
expressdo e a ativacdo das integrinas Pl nestas células, e a variacdo local na
composicdao da membrana basal durante o desenvolvimento glandular pode ter
uma fungdo no estabelecimento e manutencdo da sua distribuicdo (Watt et al.,

2000).
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No estdgio canalicular avancado do desenvolvimento da glandula salivar, a

integrina Bl estava presente em um grande numero de células, com sinais
detectados na membrana perinuclear ou citoplasma. A localizagao diferencial do
MRNA pode refletir um novo tipo de controle pds-transcricional envolvido em
muitos processos celulares, incluindo a regulacdo da assimetria celular necessaria
para a criacdo e manutencdo da polarizacdo celular, sendo imprescindivel para a
diferenciacdo e desenvolvimento da célula. Portanto, a localizacdo especifica do
mRNA no citoplasma pode fornecer um mecanismo importante, através do qual
proteinas especializadas podem ser expressas sutilmente dentro da célula (Jansen e
Kiebler, 2005; Czaplinsk e Singer, 2006).

Nas glandulas salivares em desenvolvimento, a presenca da integrina B1
nestes locais pode ser importante para transcricdo local da proteina que
posteriormente determinara a polaridade celular, preparando as estruturas
glandulares para suas fungdes secretoras. Além disso, algumas células ainda
mantiveram o padrao de expressdao da integrina 1 em forma de anel. Outras
células do sistema ductal ramificado expressaram a integrina 1 na membrana
basolateral.

Este padrao morfolégico variado sugere que as integrinas possam
desempenhar diferentes papéis no processo de desenvolvimento das glandulas
salivares, tanto na diferenciacdo e manutencdo de fenétipo, mediando uma intima
relacdo entre parénquima celular e matriz-extracelular, assim como estar associado
as funcdes glandulares. Pensa-se que este padrao de distribuicdo esteja envolvido

na ligacdo estavel de células epiteliais em intimo contato com matriz extracelular e
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na manutencdo das interacdes intercelulares (Coraux et al., 2000). Mais uma vez,
acredita-se que a expressdo da integrina B1 possa ser um indicador de membrana
celular de células-tronco/pluripotentes nos passos evolucionarios da morfogénese
das glandulas salivares. Além disso, esta molécula tem provavel funcdo de adesdo
para proliferacdo e diferenciacdo celular (Lourenco e Kapas; 2005).

Nas fases avangadas do desenvolvimento das glandulas salivares (botdao
terminal) indicado pela ramificacdo e citodiferenciacdo das células acinares, a
integrina B1 imita os padrdes vistos nas estruturas das glandulas salivares adultas
normais. Portanto, a integrina B1 mostrou expressdo citoplasmatica no polo apical
das células luminais, assim como nas porc¢es basolaterais das células ductais. Este
fendmeno pode ser responsavel pelas fungdes secretoras das glandulas salivares e é
semelhante ao que tem sido observado em outros 6érgdos secretores, como
estdbmago e mama (Chénard et al., 2000; Li et al., 2005). O aumento na expressao
da integrina B1 durante o desenvolvimento e diferenciagdo das glandulas salivares
confirma a importancia desta molécula na manutengao das fungdes especificas de
cada tecido.

Nosso grupo vem estudando esses aspectos moleculares de interagao
epitélio/mesénquima, em especial, das integrinas, durante o desenvolvimento das
glandulas salivares. O presente estudo, nesse contexto contribuiu, de forma efetiva,
para a deteccdo dessas moléculas em fases mais precoces da morfogénese
glandular, devido a sensibilidade da técnica empregada (hibridizacdo in situ). Essa

maior sensibilidade na deteccdo da integrina beta-1 pode ser comparada aos
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resultados previamente publicados utilizando a técnica imunoistoquimica (Lourengo

e Kapas, 2005) na tabela abaixo:

Tabela 2: Expressdo da integrina beta-1 durante as diferentes fases morfogénese das
glandulas salivares humanas: analise comparativa da sensibilidade de detec¢do
da proteinas pelas técnicas imunistoquimica e hibridizagao in situ

Integrina 1
imunoistoquimica

(Lourenco e Kapas,

Integrina 1
Hibirdizagdo in
situ

(trabalho atual)

2005)
célues 0 .
epiteliais
ESTAGIO e RS o
+
PSEUDOGLANDULAR epiteliais
ORFO células ductais + ++
DA A D A
ALIVA células
ANA . —— 0 0
mioepiteliais
células ductais ++ +++
ESTAGIO DE BOTAO | (gjyjas acinares + +
TERMINAL
células
L 0 0
mioepiteliais
células ductais +++ +++
GLANDULA
SALIVAR HUMANA células 0 o
PLENAMENTE mioepiteliais
DESENVOLVIDA
células acinares + +

0: negativo
+: positividade em células isoladas
++: positividade poucas células

+++: positividade em muitas células
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Essa detecgdo da subunidade de integrina beta-1, por meio da hibridizacdo
in situ, em fases mais precoces do desenvolvimento glandular, reforca a hipotese de
gue a molécula é fundamental no processo de morfogénese das glandulas salivares
e abre novas possibilidades de investigacdo e busca de elementos que possam
eventualmente demonstrar, de forma inequivoca, o seu envolvimento com as
células-tronco/multipotentes do compartimento regenerador das glandulas
salivares — a porc¢ao ductal (ducto intercalado).

Em sintese, nosso estudo mostrou que as integrinas sdao moléculas
relevantes no desenvolvimentos das glandulas salivares, e funcionou como um
ponto de partida para investigagdes mais profundas do tema. As hipdteses
aventadas em nossa discussao baseada no conjunto de resultados apresentados, s6
poderdo ser esclarecidas com estudos funcionais envolvendo técnicas de cultivo
celular, animais experimentais e técnicas de ponta na area da biologia molecular de

sinalizagdo intracelular.
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7 CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

Nosso estudo mostrou que:

A. A integrina Bl estava presente desde as fases iniciais do desevolvimento das

glandulas salivares.

B. A expressdao da integrina Bl foi detectada em células do sistema ductal das

glandulas salivares.

C. O aumento da expressao da integrina Pl durante o desenvolvimento e
diferenciacdao das glandulas salivares confirmou a importancia desta molécula na

manutengado das fungdes especificas deste érgao.

D. A técnica de hibridizacdo in situ é mais sensivel que a técnica in situ de
imunoistoquimica para a detecgcdo da integrina Bl nas diferentes fases da

morfogénese das glandulas salivares humanas.
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we have studied its expression in human foetal tissues.
Design: In situ hybridisation was used to compare the expression and localisation of integrin
beta-1 with differentiation markers in developing human salivary glands obtained from
foetuses of 8-24 weeks gestation.
Results: Integrin beta-1 first appeared during bud stage in a few cells and its distribution
increased as salivary gland morphogenesis progressed. This increased pattern of beta-1
integrin expression was coincident with the appearance of the differentiation markers
CK14, CK low MW and smooth-muscle actin.
Conclusions: The developmentally regulated expression of integrin beta-1 in association
with the establishment of a mature phenotype indicated by salivary gland tissue differ-
entiation markers is suggestive of its role in salivary gland morphogenesis.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction ments and movements, often accompanied by regulated cell

proliferation and/or cell death, are the primary mechanisms
The position and shape of organs is determined by the co- for generating the final shape of a functional mature organ.
ordinated activity of groups of primitive cells with each other Although there is limited information available on how these
and with surrounding cells. Cell shape changes, rearrange- cellular activities are co-ordinated, the expression of specific
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0003-9969/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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cell surface ligands and receptors tightly linked in a complex
web of signalling pathways that regulate cell division,
migration and differentiation is essential feature of organ
development.*

Similar to other organs the formation of the salivary gland
involves co-ordination of morphogenetic mechanisms,
including regulated cell shape changes and gene expression,
and directed cell migration leading to a fully developed gland
with important secretory functions. Morphologically, all
salivary glands develop similarly, with formation starting
with the proliferation of a solid cord of cells from the
epithelium of the stomatodeum into the underlying ectome-
senchyme. This cord of cells extends deeply into the
ectomesenchyme, branches extensively, forming canals with
secretory end pieces.”® The molecular mechanisms driving
the development sequence of salivary gland appear to involve
orchestration of different adhesion molecules and, in a series
of studies, we have shown that interactions between cells and
extracellular matrix are important in salivary gland biology
and disease.*® These interactions are partially mediated by
integrins, a family of heterodimeric transmembranic mole-
cules composed by alpha and beta subunits.” These hetero-
dimers are divided into subfamilies on the basis of the beta
subunit and those of the beta-1 subfamily bind chiefly to
components of the extracellular matrix.”*® In addition to their
cell attachment properties, integrins have been implicated in
the maintenance of intercellular contacts as well as being
involved in other dynamic biological mechanisms such as cell
signalling and regulation of gene expression leading to
proliferation and differentiation.”**°

Darribére et al.»* showed that integrins are fundamentally
important in cellular differentiation involved in embryogen-
esis beginning at the fertilisation stage and through organo-
genesis. This knowledge has been applied to studies of the
mammary and salivary gland epithelium and the key role of
beta-1 integrin plays in glandular morphogenesis and differ-
entiation verified.*'*" In salivary glands, however, the
expression of this adhesion molecule and its relationship to
the glandular development sequence has not been elucidated.
Given the importance of the beta-1 integrin in cell adhesion
and signalling in various tissues and organs and in develop-
mental processes, the objective of this study was to evaluate
the temporo-spatial expression of integrin beta-1 during
human salivary gland development using in situ hybridisation.
To determine the relationship of integrin beta-1 expression
with salivary gland morphogenesis the study included the
analysis of classical cytoskeletal markers of salivary gland
structures.

2. Material and methods

Specimens from the oral cavity of 26 human foetuses at 8-24
weeks of gestation were obtained from the Medical School of
the University of Sdo Paulo and in accordance with authorisa-
tion of the Ethical Committee of this institution. The speci-
mens were collected from different oral sites, including the
buccal mucosa, tongue, mandible and hard palate. All speci-
mens were fixed in buffered formalin and embedded in
paraffin. Sections of the specimens were stained with

haematoxylin and eosin to check for the presence of salivary
glands and to study their morphology and determine their
developmental phase. Those presenting developing major or
minor salivary glands were selected for the present analysis.
Three specimens of adult, fully developed salivary gland were
also included in the study for comparative analysis of the
expression patterns of integrin beta-1.

3. In situ hybridisation

To assess the expression of integrin beta-1 in the specimens
selected, an oligonucleotide probe was synthesised to detect
beta-1 integrin based on the published sequence of this
molecule.”® Probe (5'-3 AAA TTC CTG AGC TTA GCT GGT GTT
GTG CTA ATG TSS GGC ATC ACA GTC TTT TCC ACA AAT)
(GenBank accession number X07979) is a sense biotin-labelled
probe complementary to the sequences used for PCR. As a
negative control, a biotin-labelled scrambled probe was
employed following the same protocol (5-3' CCG TGT GGG
ACG GAA CTT ACG CGATSS CGG CAG ACT AAT AGC AGT CGG
AAG GTC CAT). For ISH, 5 pm sections were de-paraffinised,
re-hydrated through a graded series of ethanol, and washed
with water treated with 0.1% diethylpyrocarbonate (DEPC) for
5min. The sections were incubated with 25pg/mL of
proteinase K (Sigma, St. Louis, MO, USA) in PBS for 10 min
at 37 °C and then permeabilised with 2% Triton in Tris-HCl
10 mM, at room temperature. These sections were rinsed with
DEPC for 10min and incubated at 95°C for 7min in
hybridisation buffer (50% dextran sulphate, 20x SSC, 50x
Denhart’s, 10 mg/mL of salmon sperm DNA, 10 mg/mL of
inorganic pyrophosphate in 1 M Tris buffer, pH 7.4, deionised
formamide, and DEPC). The sections were then incubated
overnight at 55°C, with the corresponding probe, at a
concentration of 1 uM in hybridisation buffer. After incuba-
tion, the sections were washed in Tris-HCl, pH 7.4, at 42 °C for
10 min and further washed with water five times for 5 min.
The slides containing the tissue sections were then incubated
with the subsequent steps of the kit Gen point (Dako
Cytomation). The reactions were finally developed with the
chromogen 3'3 diaminobenzidine tetrachloride (DAB) (Sigma,
St. Louis, MO 63178, USA). The specimens were then lightly
counterstained with Carazzi’s haematoxylin, dehydrated and
mounted with a glass coverslip and a xylene-based mounting
reagent. The results were analysed under an optical micro-
scope equipped with a digital camera for image acquisition.

4, Immunofluorescence

Serial sections (3mm) of the formalin-fixed, paraffin
embedded developing salivary glands specimens were re-
hydrated and incubated with 1% bovine serum albumin (BSA)
and 5% foetal calf serum (FCS) in Tris-HCl pH 7.4 for 60 min at
room temperature to suppress non-specific binding of sub-
sequent reagents. The double labelling immunofluorescence
reactions were performed in two steps. First, the sections were
incubated with the primary antibody, followed by incubation
with sheep anti-mouse FITC-conjugated immunoglobulin
(Novocastra) (diluted 1:100 in BSA-PBS). Incubation with the
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Table 1 - Primary serum, clones, source, and details of working protocol

Primary serum Clone Specificity Source Antigen retrieval ~ Working
dilution
CK14 LL002 Epitope C-terminal of human CK14, isotype IgG 3 Neomarker Citrate buffer pH 6.0 1:50
CK low-MW 35beta H11 Epitope not specified, isotype IgM kappa DAKO Citrate buffer pH 6.0 1:50
SMA 1A4 Epitope N-terminal, isotype IgG2a kappa DAKO Citrate buffer pH 6.0 1:50

v g

Q’

Fig. 1 - (A) Initial phase of salivary gland development—epithelial bud composed of eosinophilic cuboidal cells, invaginating
into the mesenchyme from the basal layer of the covering mucosal epithelium (H/E, original magnification x400). (B)
Proliferation/canalisation phase of salivary gland development—presence of epithelial nests with formation of small lumen
in the center (H/E, original magnification xX250). (C) Branching/arborisation phase: complex ductal system well formed and
canalised (H/E, original magnification X250). (D and E) Initial phase of acinar differentiation—presence of rudimentary
acinic structures (end pieces) in the terminal portion of the branching ductal system (H/E X250). (F) Advanced acinar
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second primary antibody was performed, followed by incuba-
tion with goat anti-mouse IgG labelled with red fluorescent
Alexa 594 (Molecular Probes) at a concentration of 1:100. The
details of the monoclonal primary antibodies used, their
source, and working dilutions are described in Table 1. All
steps were preceded by two incubations with Tris-HCl pH 7.4
for 5min at room temperature. The sections were then air
dried and mounted with Vecta Shield. The results were
analysed and photographed using a Zeiss microscope
equipped with epi-illumination and a digital camera with
filters for fluorescein and rodamine. Negative controls were
treated as above, but a solution of 1% BSA in Tris-HCl pH 7.4
replaced the primary antibody. Specimens incubated with
normal serum were used as additional negative controls.
Internal positive controls such as basal layer of epithelium
were present.

5. Results

The specimens studied were of the major and minor human
salivary glands at various stages of development, comprising
bud, proliferation, canalisation, branching and cytodifferen-
tiation (Fig. 1A-F).

5.1.  In situ hybridisation (ISH) of human embryonic
salivary glands (Fig. 1G-L)

Salivary glands at thebud stage of development were scarce and
only rare cells expressed integrin beta-1, which was located
around the cell membrane at their contact with the stroma and,
sometimes, as cytoplasmic dots. During the initial steps of
proliferation and canalisation stage, a few developing salivary
gland ducts could be observed. Beta-1 integrin was present in
rare cells, showing a ring-like pattern seen in the basal pole of
some ductal cells or around the cell membrane in an
intercellular position. When canalisation was more evident,
an increased number of ductal cells expressed the beta-1
integrin in a similar pattern as described above and in a
punctate pattern around the cell membrane. At the stage of
branching and initial cytodifferentiation, beta-1 integrin was
present in a greater number of cells, usually as bipolar dots in
the cytoplasm and membrane of epithelial cells of the canalised
ducts and around the cell membrane. Expression of integrin
beta-1 was also seen at the basolateral portion of a few
rudimentary developing acinic cells. Expression of this integrin
was seen along the more mature ducts, usually showing a
bipolar distribution and at the apical pole of luminal cells.

Cytoplasmic signal was increasingly detected as differ-
entiation of salivary gland progressed.

At a subsequent differentiation stage (advanced cytodif-
ferentiation), beta-1 integrin was present at the basolateral
portion of some acinic structures and more abundantly in the
cells along the ductal system, more frequently as cytoplasmic
signals. The ring-like pattern of expression was still observed
in a few ductal cells. Finally, adult normal salivary glands,
used as controls for the reactions showed expression of
integrin beta-1 along all the ductal system. Intercalated ducts
showed signal for beta-1 integrin in a cell-membrane bipolar
pattern. The other segments of salivary gland duct presented
expression of integrin beta-1 both in a cytoplasmic and
membrane location. Negative controls did not show any
signal.

5.2. Immunofluorescence of human embryonic salivary
glands

At the bud stage of salivary gland development, only a few
cells were weakly positive for CK14 (Fig. 2A). During the
proliferation and canalisation stage, a few developing salivary
gland ducts were observed. In these phases, CK14 and low
molecular weight cytokeratin (CK LMW/35beta H11) were
present in the ductal epithelial cells and smooth-muscle actin
(SMA) was only found in rare cells (Fig. 2B, C, G, H).

At the stage of branching and initial cytodifferentiation,
ductal cells were positive for CK 14 (Fig. 2D). Luminal cells of
the developing ductal system were positive for CK LMW/
35beta H11. Smooth-muscle actin was detected in cells of the
terminal portion of the ductal system and in cells that
surrounded the rudimentary acinic lobules (Fig. 2 I and J). At
late acinar cytodifferentiation, CK14 was detected in the
cytoplasm of basal cells of the ductal system. Myoepithelial
cells were positive for CK14 and SMA. CK LMW/35beta H11 was
seen on luminal cells of the ductal system (Fig. 2E, F, K and L).

6. Discussion

Our results demonstrated that the expression of beta-1
integrin in different patterns along the process of differentia-
tion of human salivary glands increased as development
progressed, suggesting that it may be an indicator of salivary
gland maturation. The demonstration of integrin beta-1
mRNA using the very sensitive technique of in situ hybridisa-
tion complemented the results of our previous work in which
the beta-1 integrin protein was demonstrated the using

differentiation: mucous acinar lobules well developed, composed by pyramidal cells with large and clear cytoplasm and
surrounded by thin elongated myoepithelial cells (arrow) (H/E original X400). (G) Initial phase of proliferation/canalisation:
expression of beta-1 integrin concentrated of the baso-lateral portion of the membrane in a few epithelial cells (in situ
hybridisation, original magnification x400). (H and I) Canalisation/arborisation of the developing ductal system: increased
expression of beta-1 integrin on the membrane of ductal cells. Note in (H), the marked expression of the molecule in a
dotted pattern surrounding the entire cell membrane (in situ hybridisation, original magnification x250). (J) Fully developed
excretory duct: expression of beta-1 integrin in a bipolar pattern in the various layers of ductal cells (in situ hybridisation,
original magnification xX250). (K) Initial phase of acinar differentiation: expression of beta-1 integrin around the cell
membrane and in peri-nuclear position of the immature acinar cells (in situ hybridisation, original magnification x400). (L)
Fully developed acinar lobule: expression of beta-1 integrin concentrated in the cells of the intercalary-acinar unit (arrows)

(in situ hybridisation, original magnification x400).
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Fig. 2 - (A) Bud stage of salivary gland development: weak expression of CK14 in is detected in the cytoplasm of a few
epithelial cells of the incipient gland islets (arrows) (original magnification x400). (B and C) Proliferation/canalisation phase:
epithelial structures exhibiting strong expression of CK14 in the cytoplasm of ductal cells. Observe in (C) a well-formed and
canalised salivary gland structure (arrow). Other further developed structures start to present weak positivity surrounding
epithelial lobules, probably representing the initial maturation of myoepithelial cells (yellow arrow) (original magnification
X250 (B) and X400 (C)). (D) Branching phase: in this stage presence of CK 14 is observed in a greater number of cells of the
ductal system of the developing gland (original magnification xX400). (E) Acinar differentiation: acinar lobules that present
immunoexpression of CK14 in myoepithelial cells surrounding the acinar lobules (original magnification x400). (F) Well-
developed excretory ducts: strong expression of CK14 is observed in the cytoplasm of basal keratinocytes of the lining
mucosa epithelium (red arrow) and in cytoplasm the well-formed ductal system of the salivary gland. Note that the portion
of the duct next to the covering epithelium is still negative for this marker (white arrow) (original magnification x400). (G)
Initial phase of proliferation/canalisation: a few canalising epithelial lobules of developing salivary glands present weak
cytoplasmic positivity for CK LMW/35beta H11 (green). SMA (red) is only detected in blood vessels walls in this phase. Note
the presence of more rudimentary salivary gland lobules still negative for CK LMW/35beta H11 (arrow) (original
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immunohistochemistry.® In this study, double labelling
immunofluorescence was used to identify and highlight the
presence of classical cytoskeletal markers of salivary gland
differentiation.

To date, little is known of the molecular mechanisms that
regulate the development of the human salivary gland. As
with other glands and tissues, it is very likely that develop-
ment is co-ordinated via several integrated events affecting
proliferation, morphogenesis and cell-substratum interac-
tions. These events are tightly regulated both temporally and
spatially.’ Differentiation of salivary glands begins around
week 6 of foetal development when specific oral epithelium
cells undergo organised, co-ordinated growth that is based on
epithelio-mesenchymal interactions, leading to morphogen-
esis and cytodifferentiation.'*?® Integrins appear to be key
molecules involved in these interactions and perturbations of
their expression can lead to impaired glandular form and
function. For example, Menko et al.’” have demonstrated that
the absence of the integrin dimer alpha3betal affects multiple
components of adhesive complexes and their associated
signalling pathways in salivary glands. These include pro-
found alterations in the signalling cascade that involves Cdc42
and RhoA, two Rho GTPases that regulate the organisation of
the actin cytoskeleton.'”

The role of beta-1 integrin has been investigated in other
tissues and its importance in their developmental processes is
being established. In mammary glands, which display a
similar morphology to the salivary glands, perturbation of
beta-1 integrin results in impaired development and differ-
entiation of the secretory epithelium.”® Supporting this,
Naylor et al.”® has shown that the disturbance of mammary
gland lobular development in mice is due to the lack of beta-1
integrin which manifest as defects in epithelial proliferation
triggered by the absence of this molecule.

During the initial stages of human salivary gland mor-
phogenesis - bud stage - beta-1 integrin, was present in
scattered cells and as differentiation progressed, it was
expressed in an increasing number of cells. These results
suggest thatbeta-1integrinisimportantin theinitial phase of
salivary gland development, when interactions between the
bud epithelial cells and their newly formed extracellular
environment occur. In a parallel analysis, double staining
immunofluorescence showed none of the classical cytoske-
letal differentiation markers, indicating that the glandular
tissue is very immature at this phase. This result is in
accordance with a previous report by Martins et al.*® who
did not find any markers of differentiation in the very early
stage of salivary gland development. With further differ-
entiation, expression of beta-1 integrin increases, creating

new connections likely to be important for subsequent steps
in gland development.

In early stages of salivary gland canalisation, beta-1
integrin was expressed in a peculiar ring-like pattern in some
cells of the developing ductal network. Analogous to the
results of other authors, whose studies have implicated beta-1
integrin as a marker of the stem cell niche in mammary gland
and skin,?® it is conceivable that these cells may represent very
primitive, pluripotent cells of the salivary gland tissue.
Additionally, extracellular matrix proteins may modulate
the expression and activation of beta-1 integrins in these
cells, and local variation in the composition of basement
membrane during the gland development might play a role in
establishing and maintaining their distribution.®

At the canalisation stage when beta-1 integrin is also well
identified in cells of the ductal network, more differentiation
markers are detected in the developing salivary glands, which
stain for CK14 and CK LMW/35beta H11, indicating that
cytodifferentiation has progressed. Integrin receptors and
ligands have been shown to activate signalling pathways
involving mitogen-activated protein kinases, tyrosine kinases
or GTP-binding proteins. These are thought to affect cell
cytoskeleton and proliferative responses that are required
during organ development.?’ However, this relationship has
yet to be shown at the molecular level in human salivary gland
development. On the basis of the present morphological
evidence, functional studies, possibly using tissue culture or
animal models are imperative for substantiating the sugges-
tions made from these morphological observations.

In advanced canalisation stage of salivary gland develop-
ment, beta-1 integrin was present in a greater number of cells,
with signals detected either on the membrane or in the
cytoplasm. The differential mRNA localisation may reflect a
novel type of post-transcriptional control involved in many
cellular processes, including the regulation of cellular asym-
metry required for creating and maintaining cell polarity, which
is important for cellular differentiation during development.
Thus, site-specific localisation of mRNA in the cytoplasm may
provide animportant mechanism whereby specialised proteins
can be expressed at discrete sites within the cell.?*?? In
developing salivary glands, the presence of beta-1 integrin at
these locations may be important for the protein transcription
locally, which later may determine cell polarity to prepare
glandular structures for their secretory functions. Also, some
cells still retained the ring-like pattern of beta-1 integrin
expression. Other cells of thebranched ductal system expressed
beta-1integrin at the basolateral surface of the membrane. This
varied morphological pattern of expression suggests that
integrins might play diverse roles in the process of salivary

magnification x400). (H and I) Canalisation/branching phase: strong expression of CK LMW/35beta H11 (green) is observed
in cytoplasm of epithelial cells of the branched ductal system. Initial expression of SMA (red) is seen in the cytoplasm of
myoepithelial cells surrounding the terminal portion of the branching ducts (original magnification X400 and X250,
respectively). (J) Initial phase of acinar differentiation: expression of CK LMW/35beta H11 (green) is detected in the
cytoplasm of epithelial cells of the ductal system. Smooth muscle actin (red) is present in the cytoplasm of myoepithelial
cells surrounding the incipient acinic structures (arrows) (original magnification xX400). (K) Well-formed acinar lobules:
strong expression of SMA (red) is observed in the thin cytoplasm elongated myoepithelial cells around the well-developed
acinar lobules. A few cells are positive for CK LMW/35beta H11 (green), probably representing intercalated duct cells (arrow)
(original magnification X600). (L) Well-developed ductal system: epithelial cells showing cytoplasmic strong positivity for

CK LMW/35beta H11 (green) (original magnification X400).
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gland development, either in the differentiation and main-
tenance of the salivary gland phenotype, mediating a close
relationship between gland parenchyma and extracellular
matrix and also being associated with glandular functions, as
reported by others (see * for review). This pattern of distribution
is thought to be involved in the stable attachment of stationary
epithelial cells to the matrix and in the maintenance of cell-cell
interactions,?® suggesting that integrin beta-1 expression might
be a cell-membrane indicator of the evolutionary steps of
salivary gland morphogenesis. At this time, the phenotype of
cells that comprise the main structure of the developing gland is
well defined by the expression of CK14, CKLMW/35beta H11 and
SMA, which provide a parallel demonstration of glandular
maturation.

In late stages of salivary gland development, indicated by
branching and cytodifferentiation of acinar cells, beta-1
integrin mimics the patterns seen in the normal adult salivary
gland structures. Thus, beta-1 integrin showed a cytoplasmic
expression in the apical pole of luminal cells, as well as baso-
lateral portion of ductal cells. This phenomenon may account
for the secretory functions of salivary glands and is similar to
what has been observed in other secretory organs such as
stomach and breast.”>>® Cytoskeletal markers of salivary
gland differentiation are present in this phase of the gland
development in specific patterns, close to those classically
described in adult glands.'®**?” The increase in the expression
of beta-1 integrin and markers of differentiation as salivary
gland development and differentiation confirms the require-
ment for this integrin in maintaining tissue-specific functions.
For instance, being implicated in the control, of mammary
gland differentiation.**?®

The present research has shown morphological evidence
that integrins may be cell membrane indicators of human
salivary gland differentiation with a parallel relation with the
establishment of a salivary gland mature phenotype disclosed
by the classical cytoskeletal differentiation markers. The
integrins are developmentally regulated and appear to be
sensitive to changes in the gland extracellular microenviron-
ment as morphogenesis progresses. These morphological data
provide a cornerstone for future functional and molecular
studies that are at present being carried out in our laboratory.
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