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RESUMO

Gomes ANM. Apoptose nas glandulas salivares humanas: avaliacdo de
marcadores durante o processo de morfogénese da glandula. Séao

Paulo; 2017. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Anténio Prudente].

As glandulas salivares séo estruturas formadas por um sistema de ductos e
acinos responsaveis por secretar saliva. Originadas pelo mecanismo de
morfogénese, apresentam cinco estagios de diferenciacéo: pré-botdo, botdo
inicial, pseudoglandular, canalicular e botdo terminal. A compreensdo da
morfogénese das glandulas salivares é importante para o esclarecimento
dos mecanismos de tumorigénese e 0s componentes das neoplasias
derivadas dessas glandulas. Estudos demonstram que o processo de
apoptose desempenha um papel importante na formacéao do limen durante
a organogénese, sendo assim, este estudo propde a avaliagdo da expresséo
das proteinas envolvidas no mecanismo de morte e proliferagdo celular
durante o desenvolvimento das glandulas salivares por meio da técnica de
imunoistoquimica destacando os marcadores BCL2, Survivina, Ki-67, PAR4,
FAS, FASL, PHLDA1, Caspase-3 clivada, SPARC e MUC1. Adicionalmente
foram avaliados alguns espécimes para as proteinas Caspase-3 total e
Caspase-7. Para tanto foram selecionados 50 espécimes de glandulas
salivares dissecadas de fetos humanos em diferentes estagios gestacionais,
provenientes de abortos espontaneos, e coletados de diferentes locais da
cavidade oral. Também foram incluidas 10 amostras de glandulas salivares
adultas histologicamente normais provenientes de margens cirargicas para
comparacdo com a expressdo na glandula em desenvolvimento. As
proteinas SPARC e Caspase-3 clivada ndo foram expressas no parénquima
glandular. A proteina MUCL foi positiva em padréo citoplasmatico a partir da
fase pseudoglandular nas regides de abertura luminal primitiva. PHLDAL foi
observada principalmente no citoplasma e raras células com positividade

nuclear em quase todas as fases do desenvolvimento, exceto no botéo



terminal. As proteinas FAS e FASL foram expressas, simultaneamente, com
padrdo de membrana em raras células durante o desenvolvimento glandular.
PAR4 apresentou positividade em todas as fases, exceto nas por¢cdes preé-
acinares. A Survivina apresentou padrdo citoplasmatico nas fases mais
precoces e ao longo do desenvolvimento, nas estruturas mais diferenciadas,
a marcacdo foi predominantemente nuclear. A proteina BCL2 foi expressa
em raras ceélulas e ausente nos ductos intercalares e acinos. A proteina Ki-
67 foi expressa com padrao nuclear principalmente na fase pseudoglandular.
Nossos resultados sugerem que proteinas associadas ao mecanismo de
regulacédo da apoptose possam desempenhar um papel relevante durante as
fases mais iniciais da morfogénese glandular.



SUMMARY

Gomes ANM. [Apoptosis in human salivary glands: evaluation of
markers during the gland morphogenesis]. S&o Paulo; 2017. [Dissertacao

de Mestrado-Fundacgéao Antonio Prudente].

Salivary glands are structures formed by a system of ducts and acini
responsible for secreting saliva. Salivary glands morphogenesis is divided
into five differentiation stages: pre-bud, initial bud, pseudoglandular,
canalicular and terminal bud. Understanding the morphogenesis of the
salivary glands is important to clarify the mechanisms of tumorigenesis and
the components of tumors originated in these glands. Studies show that the
process of apoptosis plays an important role in the formation of the lumen
during organogenesis. Therefore, in this study the expression of proteins
involved in the mechanism of cell death and cellular proliferation was
investigated during the development of salivary glands by
immunohistochemistry using the markers BCL2, Survivin, Ki-67, PAR4, FAS,
FASL, PHLDAL, cleaved Caspase-3, SPARC and MUCL1. Additionally, some
specimens were evaluated for total Caspase-3 and Caspase-7 proteins. For
this purpose, 50 specimens of salivary glands dissected from fetuses in
different gestational stages, from miscarriages, and collected from different
sites of the oral cavity were selected. We also included 10 specimens of
histologically normal adult salivary glands from surgical margins to compare
with the expression during gland development. SPARC and cleaved
Caspase-3 were not expressed in the glandular parenchyma. MUCL1 protein
was positive from the pseudoglandular stage in a cytoplasmic pattern in
regions of early luminal opening. PHLDAl1 was observed mainly in
cytoplasmic pattern and rare nuclear positivity in all development phases,
except in terminal bud. FAS and FASL protein were expressed,
simultaneously, with membrane pattern in rare cells during glandular

development. PAR4 showed positivity in all phases, except pre-acinar areas.



Survivin presented cytoplasmic pattern in the early phases and during the
development into more differentiated structures, the pattern was
predominantly nuclear. BCL2 protein was expressed in rare cells and absent
at the intercalated ducts and acini. Ki-67 protein was expressed with nuclear
pattern mainly at the pseudoglandular stage. Our results suggest that
proteins associated with the regulation of apoptosis may play an important

role during the early phases of salivary gland morphogenesis.
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1  INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sdo estruturas exdcrinas complexas responsaveis
por secretar saliva. Sua estrutura funcional, o parénquima, € formada por um
sistema de ductos e acinos. O estroma, constituido de tecido conjuntivo de
suporte, mantém a sustentagdo do parénquima e também supre as
necessidades das glandulas pela presenca de nervos, vasos sanguineos e
linfaticos (DALE 1994).

Além das glandulas menores dispersas pela cavidade oral humana — tais
como as glandulas labiais, linguais, palatinas e do assoalho — existem trés
pares de glandulas salivares maiores: as glandulas parétida, submandibular e
sublingual (KATCHBURIAN e ARANA 2014).

As glandulas parétidas estdo situadas entre o ramo da mandibula e o
musculo esternocleidomastédeo em cada lado da face (KATCHBURIAN e
ARANA 2014). O principal ducto desta glandula é o de Stensen, além de ser
composta por ductos interlobulares, longos condutos intercalares e numerosos
ductos estriados. Os &cinos, a porcdo secretora, sdo do tipo serosos que
produzem saliva mais aquosa (FERRARIS e MUNOZ 2006, 2014: DE PAULA F
et al. 2017).

As glandulas submandibulares estdo localizadas na parte posterior do
assoalho da boca, na regido medial da mandibula e envolto pelo musculo milo-

hidideo (KATCHBURIAN e ARANA 2014). Seu principal conduto excretor é o



de Wharton, com ductos intercalares menores quando comparados a parotida,
além dos ductos estriados que sdo mais longos e ramificados. A porcao acinar
€ constituida por células mistas, mucosas e serosas, responsavel por secretar
uma saliva mais viscosa (FERRARIS e MUNOZ 2006, 2014; DE PAULA F et al.
2017).

As glandulas sublinguais estao presentes na parte anterior do assoalho
da boca entre o musculo milo-hidideo e a mucosa (KATCHBURIAN e ARANA
2014). O principal ducto excretor € o de Bartholin com véarias unidades
assessoras de glandulas menores (ductos de Rivinus) circundada por uma
capsula ligada ao estroma. Possui ductos intercalares curtos e predominio de
células acinares de caracteristica mucosa (FERRARIS e MUNOZ 2006, 2014;
DE PAULA F et al. 2017).

As glandulas salivares menores estdo dispersas por toda a cavidade
oral, tipicamente na submucosa, exceto na parte anterior e média do palato
duro e a gengiva. Os ductos excretores sédo relativamente curtos e a porgéo
acinar € composta principalmente por células mucosas, entretanto, as
glandulas linguais de Von Ebner sdo constituidas por células serosas

(FERRARIS e MUNOZ 2006, 2014; DE PAULA F et al. 2017).

1.2 MORFOGENESE DAS GLANDULAS SALIVARES

As estruturas das glandulas salivares séo originadas pelo mecanismo de
morfogénese que envolve o crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracao
e morte celular, além da citodiferenciagcdo em que as células assumem funcdes

especializadas (MELNICK e JASKOLL 2000; PATEL et al. 2006, 2011; DE



PAULA F et al. 2017). A partir da cavidade oral primitiva, também conhecida
por estomodeo, agrupamentos solidos de células epiteliais se proliferam e
internalizam formando corddes no ectomesénquima subjacente. S&o, entao,
desencadeadas ramificacdes extensivas que dao inicio ao desenvolvimento do
sistema ductal e sua porcao final acinar (CUTLER 1990; ELLIS e AUCLAIR
2008).

Para adequada funcdo do sistema ductal, as células epiteliais solidas
sdo induzidas a canalizagdo que permite a desobstru¢do do espaco luminal no
interior dos ductos, fundamental para a composi¢do e distribuicdo da saliva
(TUCKER 2007; ANDREW e EWALD 2010; HSU e YAMADA 2010; TESHIMA
et al. 2016b). O fluido salivar é transportado por estimulos contrateis das
células mioepiteliais que viabilizam a passagem entre os acinos aos ductos,
antes de ser secretado na cavidade oral (PATEL e HOFFMAN 2015; DE
PAULA F et al. 2017).

O sistema de ductos é constituido por unidades intercalares, ductos
estriados e ductos excretores; sendo que as células mioepiteliais envolvem os
ductos intercalares e as unidades secretoras acinares, enquanto as células
basais estdo presentes nas outras porc¢des do sistema ductal (LOURENCO et
al. 2007; TUCKER 2007; IANEZ et al. 2010; NAGAO et al. 2012; ADAMS et al.

2013) (Figura 1).
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Fonte: Modificado de ADAMS et al. (2013)
Figura 1 - Imagem ilustrativa da estrutura de uma glandula salivar. Diagrama

ilustrativo da estrutura de uma glandula salivar identificada por cada elemento e as células
envolvidas em sua composicao.

As glandulas salivares surgem ainda no periodo fetal. O
desenvolvimento da glandula parétida inicia-se por volta de 4-6 semanas de
vida embrionaria; a glandula submandibular em torno de 6 semanas e a
glandula sublingual e glandulas salivares menores iniciam-se em torno de 8-12
semanas de vida fetal (CUTLER 1990; DALE 1994; LOURENCO e KAPAS
2005; LOURENCO et al. 2008).

TUCKER (2007), utillizando um modelo animal, descreveu o
desenvolvimento da glandula salivar em cinco estagios: pré-botao, botao inicial,
pseudoglandular, canalicular e botéo terminal.

A morfogénese inicia-se a partir do espessamento da cavidade oral
primitiva, que permite a origem de estruturas em conformacdo esférica
provenientes dos agregados de células epiteliais, nomeada de fase pré-botéo.
Em seguida, ocorre a proliferacdo de botdes sélidos que crescem e adentram

no mesénquima subjacente formando corddes de células epiteliais cuboides



irregulares, chamada fase de botao inicial (CUTLER 1990; TUCKER 2007;
HSU e YAMADA 2010; PATEL e HOFFMAN 2015; DE PAULA F et al. 2017).

Dando continuidade ao desenvolvimento, a fase pseudoglandular
caracteriza-se pelas proliferacdes sucessivas dos corddes soélidos de células
epiteliais, além de continuas ramificagfes que sdo desencadeadas através das
fendas geradas na regido dos botdes que permitem o prolongamento dos
ductos, assim como o aspecto glandular multi-lobulado. Nesta fase é possivel
identificar a canalizagdo rudimentar para a formagao inicial dos lumens
(TUCKER 2007; HSU e YAMADA 2010; TESHIMA et al. 2011; DE PAULA F et
al. 2017).

As ramificagcdes perduram nas porgdes terminais dos corddes solidos de
células epiteliais, os quais passam pelo processo de canalizacdo por
intermédio da degeneracédo das células centrais e, dessa maneira, estabelecem
0 espaco luminal dos ductos. Configuram-se l6bulos separados por septos de
tecido conjuntivo, compostos pela rede de ductos ou tubulos ramificados
analogos a uma arvore (processo de arborificacdo) circunscrevendo o
parénquima glandular na fase canalicular (CUTLER 1990; MELNICK e
JASKOLL 2000; TUCKER 2007; DE PAULA F et al. 2017).

A diferenciacéo celular prossegue apresentando um sistema ductal com
limens bem demarcados, que comecam a adquirir aspectos funcionais
(citodiferenciacéo) e o desenvolvimento das células mioepiteliais. Formam-se,
entdo, unidades secretoras acinares primitivas na por¢cao terminal dos ductos,
denominados sacos terminais (pré-acinos) por nao serem totalmente maduros,
finalizando o processo da morfogénese da glandula com a fase de botéo

terminal (CUTLER 1990; MELNICK e JASKOLL 2000; TUCKER 2007,



TESHIMA et al. 2011; DE PAULA F et al. 2017) (Figura 2). Embora seja
possivel identificar ductos e &cinos interligados a cavidade oral nesta fase
(MELNICK e JASKOLL 2000), a diferenciacdo dos tubulos e a maturagdo das

glandulas salivares continuam no periodo pos-natal (GRESIK 1994).

A
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Fonte: IANEZ et al. (2010)
Figura 2 - Estagios da morfogénese da glandula salivar. A: Fase de bot4o inicial; B:

Fase pseudoglandular; C: fase canicular; D: fase de botdo terminal.

Estudos tém indicado que o processo de apoptose esta envolvido no
desenvolvimento e conservacdo do limen das estruturas glandulares (DALE
1994; TUCKER 2007; TESHIMA et al. 2016b). A compreenséo deste evento e
das proteinas implicadas € importante para o esclarecimento dos mecanismos
de tumorigénese e o0s componentes das neoplasias derivadas dessas
glandulas (DALE 1994; ANDREW e EWALD 2010).

O equilibrio entre os processos de proliferacdo e de morte celular é

crucial para manter a homeostase durante a organogénese. A desarmonia dos



mecanismos envolvidos pode desencadear anomalias do 6érgdo em formagéo
(MELNICK et al. 2001; LUBARSKY e KRASNOW 2003; CAREV et al. 2006). A
comparacdo entre a histogénese normal das glandulas salivares e o
desenvolvimento tumoral denota um cenério interessante para analisar o
comportamento da diferenciacdo celular, além de identificar a possivel origem
das células neoplasicas (BATSAKIS et al. 1989; DARDICK et al. 1990; MA et
al. 2010).

Em modelo animal, proteinas associadas ao mecanismo de morte
celular programada (apoptose) foram observadas durante a morfogénese das
glandulas salivares (MELNICK et al. 2001), porém em tecidos humanos ainda é
pouco explorado (TESHIMA et al. 2016a). Assim, este estudo prople a
avaliacdo de proteinas diretamente e indiretamente envolvidas no mecanismo
de apoptose durante desenvolvimento das glandulas salivares humanas, sendo
os marcadores de interesse BCL2, Survivina, Ki-67, PAR4, FAS, FASL,

PHLDAL, Caspase-3 clivada, SPARC e MUCL1.

1.3 APOPTOSE

O processo de morte celular, conhecido por apoptose, foi fundamentado
por KERR et al. (1972) que designou como mecanismo oposto ao de mitose. A
apoptose abrange um sistema homeostatico tecidual fisiolégico de organismos
multicelulares que desenvolve alteragcbes morfolégicas, tais como o
encolhimento celular com destaque na formacdo de bolhas na membrana
plasmatica e a condensacdo de nucleos provocando a morte celular sem

causar processo inflamatorio. Este mecanismo participa no desenvolvimento e



na morfogénese dos tecidos, além de manter o equilibrio da populacdo celular
e atuar na retirada de células lesionadas (KERR et al. 1972; REED 2000;
VANGESTEL et al. 2009; PEREIRA e AMARANTE-MENDES 2011).

O mecanismo da morte celular programada pode ser induzido por duas
vias independentes, extrinseca (citoplasmatica) e intrinseca (mitocondrial), que
confluem para a via comum das Caspases executoras. A via extrinseca é
induzida por membros da familia dos fatores de necrose tumoral (TNF) que se
ligam com receptores especificos, tais como TNFR1 e FAS, desencadeando a
cascata das Caspases. Ao interagirem com ligantes especificos, como o FADD,
tornam-se capazes de recrutar a Caspase-8 e assim ativar a Caspase-3
possibilitando a morte por apoptose. A via intrinseca pode ser estimulada por
proteinas pro-apoptéticas, como o Bax, que induz a mitocondria a liberar o
citocromo c para o citoplasma onde se associa ao Apafl promovendo a
ativacdo da pré-Caspase-9 e, entdo, ativa a Caspse-3 que promove a apoptose
(REED 2000; COTTER 2009; VANGESTEL et al. 2009; PEREIRA e

AMARANTE-MENDES 2011) (Figura 3).
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Fonte: Modificado de REED (2000) e COUTINHO-CAMILLO et al. 2011
Figura 3 - Mecanismo da apoptose e suas vias envolvidas. A via extrinseca da

apoptose (citoplasmatica), € promovida por membros da familia TNF como por exemplo, o
receptor FAS e seu ligante FASL que interagem com a molécula adaptadora FADD formando o
complexo DISC capaz de desencadear a cascata das Caspases e estimular a morte celular. Ja
a via intrinseca (mitocondrial) € estimulada pela ativagdo das Caspases iniciadoras que
estimulam a quebra da proteina pré-apoptética Bid para produzir sua forma truncada tBid, que
induz o desequilibrio entre as proteinas pré e anti-apoptéticas da familia BCL2, liberando, como
por exemplo, a proteina pré-apoptética citocromo C que se liga a Caspase 9 e Apaf-1 para
formar o complexo apoptossomo que ativa as Caspases efetoras e assim promovem a morte

celular.

A via intrinseca é regulada pela familia de proteinas BCL2 (B cell
lymphoma gene 2) que podem induzir ou reprimir a morte celular. Alguns
reguladores deste grupo desempenham o papel de inibicdo da apoptose ao
evitar a liberacdo do citocromo c e a preservacao na integridade da membrana
externa, sendo assim, sdo considerados reguladores anti-apoptéticos como o
BCL2 e Bcl-xL (CHIPUK et al. 2010). Outras proteinas, tais como o Bax e Bak,
sdo pro-apoptoticas (HENGARTNER 2000) e induzem, através da

permeabilidade da membrana mitocondrial externa, a liberacdo das proteinas
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ativadoras de Caspases (YIP e REED 2008; COTTER 2009; GARCIA-SAEZ
2012).

Pertencente a familia IAP (inibidores fisiolégicos da apoptose), a
Survivina é uma importante proteina reguladora que possui o dominio BIR
responsavel por agir no bloqueio de indutores presentes na via intrinseca,
como por exemplo a Caspase-9, além de controlar a divisdo celular. Sua
expressdo é evidenciada no desenvolvimento embrionario e pode ser
importante no processo de diferenciagcdo e homeostase celular (JOHNSON e
HOWERTH 2004). E altamente expressa em células tumorais, sendo implicada
na resisténcia a diferentes estimulos apoptéticos, incluindo quimioterapia
(STENNER e KLUSSMANN 2009).

Codificada pelo gene MKI67, Ki-67 € uma proteina nuclear associada ao
ciclo celular onde sua expressao ocorre em praticamente todo o ciclo (G1, S,
G2 e mitose), exceto na fase GO. E um marcador que avalia o nimero de
células presentes e o tempo de permanéncia no ciclo celular (TADBIR et al.
2012; VERHOVEN et al. 2013) e, por estar presente em todas as células
proliferativas, torna-se importante ao determinar a fracdo de crescimento em
uma populacéo celular (SCHOLZEN e GERDES 2000).

O PARA4 (prostatic apoptosis response 4) ou também conhecido por
PAWR (PKC apoptosis WT1 regulator), pertencente a classe dos genes pro-
apopticos (NAGAI et al. 2010; SHRESTHA-BHATTARAI e RANGNEKAR
2010), participa no aumento da translocacdo de FAS e FASL na regiao da
membrana interrompendo a a¢do do BCL2 (ZHAO e RANGNEKAR 2008) e da
PKC (proteina quinase C). No nucleo, PAR4 ao interagir com a proteina WT1

impede a transcricdo de NFkB e também bloqueia a expressdo de BCL2 (EL-
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GUENDY e RANGNEKAR 2003). Originalmente identificada em células
tumorais da préstata, a proteina PAR4 expressa em grande quantidade induz
apoptose nas células alteradas e pode ser identificada em diversos tumores
(NAGAI et al. 2010; QINAN et al. 2014), em especial de cabeca e pescoco
(COUTINHO-CAMILLO et al. 2013).

Membro da familia dos fatores de necrose tumoral (TNF) a proteina FAS
também é conhecida por APO-1 ou CD95. Considerada receptor de morte,
possui dominio de morte (DD) presente no citoplasma que reconhece apenas
seu ligante FASL (APO-1L ou CD95L) e a interacdo de ambas é essencial para
a inducédo da apoptose pela via extrinseca (WARING e MULLBACHER 1999;
DAVIDSON et al. 2002; LI, YIN e WU 2013). Quando ligadas, este complexo
recruta a proteina adaptadora FADD que possui o dominio de morte efetor
capaz de ativar a cascata das Caspases (LI, YIN e WU 2013).

A proteina PHLDAL (pleckstrin homology-like domain, family A, member
[) também conhecida por TDAG51 (T-cell Death-Associated Gene 51), rica em
prolina e glutamina, tem sido associada a regulacdo do mecanismo da morte
celular (PARK et al. 1996; NEEF et al. 2002). Pode estar envolvida no aumento
da expressdo de Caspase-9 e PARP clivada sugerindo que essa proteina
possa ativar a via intrinseca da apoptose (NEEF et al. 2002), entretanto,
estudos revelam sua atividade de morte celular também pela via extrinseca
(NAGAI 2016). PARK et al. (1996), em um estudo pioneiro, evidenciaram a
importancia da proteina PHLDA1 na expressao do receptor FAS. A perda
dessa proteina é identificada na progressdo de tumores de mama ou
melanoma (PARK et al. 1996; NEEF et al. 2002) e, estudos realizados em

carcinoma epidermdide da cavidade oral demonstraram que a perda da
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expressdo de PHLDA1l est4d associada a estdgio precoce da doenga
(COUTINHO-CAMILLO et al. 2013).

Sintetizada como precursora inativa, a protease Caspase-3 (cystenil
aspartate specific proteases) pertence ao grupo de enzimas proteoliticas que
utilizam cisteina para clivagem de substratos e sdo ativadas através de
estimulos fisiol6égicos ou patologicos desencadeando o0 mecanismo de
apoptose. A expressao desta proteina ocorre tanto na via intrinseca quanto na
extrinseca da apoptose sendo importante para identificar o momento da morte
celular (NUNEZ et al. 1998; LI e YUAN 1999; CHANG e YANG 2000;
BOATRIGHT e SALVESEN 2003). A familia das Caspases séo classificadas
como iniciadoras (Caspases-2, -8, -9, -10, -12) ou efetoras (Caspases-3, -6, -7)
(SHALINI et al. 2015). Alguns estudos sugerem gque a Caspase-7 compartilha
propriedades semelhantes as da Caspase-3 (LAKHANI et al. 2006; TESHIMA
et al. 2016a). Em modelo in vivo, a delecdo de ambas proteinas efetoras
comprometeu a morfogénese, no entanto, a expressao da Caspase-7 supriu a
auséncia da Caspase-3 (LAKHANI et al. 2006).

A osteonectina, também conhecida como proteina secretora acidica rica
em cisteina (SPARC) ou BM-40, pertence a classe de proteinas da matriz
extracelular (MEC) com a funcdo de remodelacdo e adesédo celular, além de
manter a estabilidade e homeostase dos tecidos (BORNSTEIN e SAGE 2002;
ARNOLD e BREKKEN 2009; MCCURDY et al. 2010). SPARC é expresso em
diferentes tipos de cancer tanto no estroma circundante quanto nas células
tumorais e, além disso, o padrdo de expressao é variavel e altamente

dependente do tipo de cancer (AQUINO et al. 2013; TAlI e TANG 2008).
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RAHMAN et al. (2011), evidenciou a interacdo da proteina SPARC com a
Caspase-8 propiciando a atividade apoptética pela via extrinseca.

Sintetizada por células epiteliais, a MUC1 (mucina) € uma glicoproteina
gue compde a saliva e outras secre¢fes mucosas com a fungao de proteger e
lubrificar as superficies epiteliais (DEKKER et al. 2002; GONCALVES et al.
2011). Nas glandulas salivares, a mucina desempenha o papel de lubrificar os
ductos na parte luminal contra atritos e infeccdes. A MUC1, em condi¢des
normais, localiza-se na membrana apical dos ductos salivares ao contrario de
células neoplasicas que aparenta dispersa na estrutura da glandula
(MAHOMED 2011). Em um estudo foi avaliada a expressdo de diversas
mucinas durante o desenvolvimento da glandula salivar, dentre elas a mucina
MUC1, demonstrou um papel importante na maturacdo e manutencéo da rede
de ductos glandulares (TESHIMA et al. 2011). Estudos em modelo animal e in
vitro demonstraram um papel importante da MUC1 nos processos de regulacao
da proliferacdo, angiogénese, invasdo, metastase e também na evasdo da
apoptose, impedindo a ativagdo da via intrinseca da apoptose (NATH e

MUKHERJEE 2014).

1.4 JUSTIFICATIVA

Durante o processo de morfogénese das glandulas salivares,
modulac¢des estruturais nas ceélulas, acompanhadas de maturacédo fenotipica
ocorrem e culminam na composic¢éo final dessas glandulas. A compreenséo
desses fenbmenos € importante para a elucidacdo dos mecanismos de

tumorigénese nas glandulas salivares e para o entendimento dos componentes
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das neoplasias derivadas dessas glandulas e o processo de apoptose
desempenha um papel importante na formacdo do lumen durante a
organogénese de estruturas glandulares, incluindo o desenvolvimento das
glandulas salivares.

Alguns estudos tém abordado o mecanismo de morte celular
programada durante a morfogénese das glandulas salivares em modelo animal,
porém poucos sao relatados em amostras de tecidos humanos. Dessa forma,
torna-se necessario ampliar a pesquisa de proteinas relacionadas ao processo

de apoptose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a presenca de marcadores de apoptose e proliferagdo em

glandulas salivares humanas em desenvolvimento

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a imunoexpressao das proteinas BCL2, Survivina, Ki-67, PARA4,
FAS, FASL, PHLDA1, Caspase-3 clivada, SPARC e MUC1 em amostras de

glandula salivar humana em desenvolvimento por imunoistoquimica
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionados 50 espécimes de glandulas salivares dissecadas de
fetos humanos em diferentes estagios gestacionais, provenientes de abortos
espontaneos. Todos os fetos pesavam menos de 500 gramas, sendo
considerados como pecas cirdrgicas. Esse material pertence a Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo-FMUSP e o estudo estd de acordo
com o Comité de Etica da Instituicio. As amostras foram coletadas de
diferentes locais, incluindo o assoalho (anexo a estrutura sublingual), lingua,
palato duro, labios e glandulas parétida e submandibular (Quadro 1). As
laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) de cada caso foram
analisadas, com o auxilio de um patologista, para checagem das estruturas
glandulares presentes e selecao do material a ser utilizado na pesquisa.

Dez espécimes de glandulas salivares humanas histologicamente
normais de margens cirdrgicas, provenientes dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center, também foram incluidos
no estudo. Essas glandulas salivares compreendem glandulas mucosas
(menores) de vérias regides da cavidade oral, e glandulas salivares maiores -
pardétida, submandibular e sublingual.

ApoOs a escolha dos fragmentos a serem utilizados na pesquisa, 0s
blocos de parafina foram separados e cortes histolégicos desse material, com

3um de espessura, foram utilizados para a realizagdo da técnica de
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imunoistoquimica segundo protocolo do Departamento de Anatomia Patoldgica

do A.C.Camargo Cancer Center. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Instituicao (protocolo niumero: 1578/11F) (Anexo 1).

Quadro 1 - Descricdo das

gestacional e localizacéo

amostras selecionadas com relacdo a idade

Idade .
. Quantidade N .
gestacional Sitio de origem da amostra
de amostras
(semanas)
10 2 Palato, submandibular
11 1 Lingua
12 6 Lingua, par6tida, palato, mandibula, submandibular
13 7 Lingua, labio, palato, parétida
15 1 Palato
16 1 Lingua
18 5 Lingua, labio, palato, submandibular
19 5 Lingua, parétida, mandibula, palato
20 8 Lingua, labio, parotida, assoalho (sublingual)
21 11 Lingua, submandibular, labio, parétida, assoalho
(sublingual)
22 1 Lingua
23 1 Lingua
25 1 Lingua

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

De acordo com a padronizacdo de cada anticorpo, foram estabelecidos

0s protocolos para a desparafinizacéo, re-hidratacéo e recuperacao antigénica

dos tecidos nas etapas 1 ou 2.

1) As laminas contendo os cortes dos tecidos foram desparafinizadas em 3

banhos de xilol por 5 minutos cada, seguido por lavagem em 4 banhos

de etanol e posterior lavagem em agua destilada por 5 minutos. A




18

recuperacdo antigénica foi realizada com tamp&o citrato pH 6.0 ou

EDTA/Tris pH 9.0 em panela de pressédo por 15 minutos, seguido por

lavagem em agua destilada por 5 minutos;

2) As laminas contendo os cortes dos tecidos foram desparafinizadas e re-
hidratadas com o reagente Trilogy, que também proporciona a
recuperagdo antigénica. A solucdo foi diluida em &gua destilada na
proporcao de 1:100 em dois recipientes (um com as laminas submersas
na solucdo e outro apenas com a solucdo) que devem ser mantidos por
15 minutos em panela de pressdo. Apos o periodo de incubacdo em
pressdo, as laminas foram transferidas para o outro recipiente com a
solucdo permanecendo por mais 5 minutos e depois lavadas em agua
destilada por 5 minutos.

Apés a recuperacdo antigénica foi realizado o bloqueio da peroxidase
enddgena utilizando-se solugéo de perdxido de hidrogénio em 3 incubacdes de
5 minutos.

Em seguida foi realizado o bloqueio de proteinas inespecificas
utilizando-se a solucao Protein Block (Dako) por 20 minutos. As laminas foram
entdo incubadas por 16 horas a 4°C com o anticorpo especifico. A lista dos
anticorpos utilizados encontra-se no Quadro 2.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de
deteccdo Advance (Dako). A revelacao foi feita utilizando-se como substrato
cromogeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contracoloracgéo feita utilizando-
se a hematoxilina. Todas as rea¢des foram acompanhadas de um controle, em
tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado. As reacdes foram

analisadas em microscopio convencional e os dados estudados de forma
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descritiva e quantitativa (para o anticorpo Ki-67). Na analise descritiva foi
avaliado o padrdo de marcacdo (nucleo, citoplasma, membrana). Para a
analise de Ki-67 foi contado o numero de células positivas em 5 campos de
grande aumento e efetuada a média das contagens por fase de
desenvolvimento. Adicionalmente, alguns espécimes foram selecionados para
avaliar a expressao das proteinas Caspase-3 total e Caspase-7. Como critério

de selecdo dos espécimes, foi considerada a analise da expresséo das demais

proteinas e a presenca de todas as fases de diferenciacdo da morfogénese.

Quadro 2 - Descricdo dos anticorpos primarios e secundarios, clones,

fornecedor, diluicdo de uso e o padrdo de marcacgao

. G A R 8 Padrao d
Anticorpo Clone Fornecedor |Diluicéo ecu.peﬂra.u;ao adrao N ©
Antigénica Marcacéao
) Panela de presséo, . »
BCL2 124 Dako 1:200 Tris/EDTA Citoplasmatico
Caspase-3 Policlonal | Cell Signalin 1:1000 Panela de pressao, Citoplasmatico
clivada ghaiing | & Citrato pH 6.0 P
SURVIVINA | Policlonal | Neomarkers 1:350 Pangla de pressdo, Nuclear e!qu
Citrato pH 6.0 Citoplasmatico
Panela de presséo, Nuclear e/ou
PAR4 - : . . L
A-10 Santa Cruz 1:700 Citrato pH 6.0 Citoplasmatico
Panela de presséo, . -~
MUC1 : .
Mab52 Novocastra 1:500 Citrato pH 6.0 Citoplasmatico
PHLDAL M-20 | SantaCruz | 1100 | "aneladepressdo, | Nuclear e/ou
Citrato pH 6.0 Citoplasmatico
SPARC Policlonal Chemicon 1:6000 Panela d_e pressdo, Citoplasmatico
Trilogy
FAS EPR5700 LSBio 1:700 | Panelade pressdo, Membrana
Trilogy
FASL Policlonal LSBio 1:700 Panela d.e pressao, Membrana
Trilogy
Pronto Protocolo
Ki-67 30-9 Roche automatizado Nuclear
para uso
(Ventana)
Caspase-7 7CSP0O1 Chemicon 1:100 Panela de pressao, Nuclear e/ou
P ' Tris/EDTA Citoplasmatico
Caspase-3 . ) Panela de presséo, . »
total Policlonal Santa Cruz 1:100 Tris/EDTA Citoplasmatico
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MORFOLOGICA (HE)

A andlise da morfologia das glandulas salivares humanas foi realizada
por meio da coloragdo hematoxilina e eosina (HE). As glandulas salivares
humanas se diferenciam de forma heterogénea: o mesmo espécime pode
apresentar lobulos de glandulas salivares em diferentes estagios da sua
sequéncia de morfogénese, independentemente da idade fetal. Assim, os
espécimes incluidos nesse estudo foram classificados de acordo com essas
fases. Segue-se a descricdo das diferentes fases observadas e imagens

representativas podem ser observadas na Figura 4.

Fase de Botao Inicial

No inicio do desenvolvimento glandular, foram identificados botbes
sélidos de células epiteliais com nucleos grandes cuboides irregulares e, ao

decorrer da diferenciagéo, aberturas sutis foram observadas.

Fase Pseudoglandular

Ramificacbes dos corddes solidos de células epiteliais foram
identificadas gradualmente nas porgbes terminais. As estruturas ductais
observadas ainda séo rudimentares, mas ha alguns indicios caracteristicos de

estruturas luminais.
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Fase Canalicular

A formacéo de Iébulos compostos por um sistema de bulbos ramificados
caracterizou esta fase de diferenciacdo. Foi possivel a melhor distingdo das
estruturas luminais e a formacdo dos canaliculos. Pode-se notar aspectos

primitivos da formacéo dos pré-acinos com anexos ductais intercalares.

Fase de Botao terminal

A diferenciagdo morfologica glandular foi observada pelas estruturas pro-
acinares desenvolvidas e com a formacdo de sacos terminais e ductos

intercalares.
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Figura 4 - Aspectos histologicos de glandulas salivares em desenvolvimento. A
e B, fase inicial do desenvolvimento: bot6es de células (aumento original X400); C, fase
pseudoglandular com corddes epiteliais ramificados (aumento original X400); D, fase de
transicdo canalicular/botdo terminal (aumento original X400); E, fase de botdo terminal com
estruturas acinares desenvolvidas (aumento original X400); F, ducto excretor desembocando
na mucosa (aumento original X400).
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4.2 IMUNOISTOQUIMICA

A andlise da etapa do estudo imunoistoquimico foi realizada em 50
amostras de glandula salivar humanas em desenvolvimento; essas
compreenderam amostras de glandulas salivares maiores (parétida e
submandibular) e glandulas salivares menores encontradas na lingua, assoalho
da boca, labio e palato.

As proteinas BCL2, Survivina, Ki-67, PAR4, FAS, FASL, PHLDAL, e
MUC1 tiveram expressdo detectada em pelo menos uma fase do
desenvolvimento morfogenético glandular (Quadro 3), exceto a Caspase-3
clivada e SPARC, que foram negativos no parénquima de todos os espécimes
glandulares. Para confirmacédo dos achados acerca da Caspase-3 clivada, foi
analisada, adicionalmente, a expressdo das proteinas Caspase-3 total e
Caspase-7. A proteina Caspase-3 total apresentou expressao citoplasmatica
em raras células principalmente nas fases mais precoces do desenvolvimento
da glandula salivar humana. Nos botdes inicias, foi observada marcacao por
toda a estrutura das pequenas ilhas de células epiteliais. Ao decorrer da
diferenciacdo, na fase pseudoglandular, notou-se expressdo pontual da
proteina, principalmente em algumas das células da porcdo basal nas
aberturas luminais primitivas, assim como na fase canalicular. A fase de bot&o
terminal apresentou positividade citoplasmatica ténue nos compartimentos
ductais e auséncia nas porcdes acinares. Ja a proteina Caspase-7, exibiu
expressao nuclear e citoplasmatica nos botdes sdlidos de células epiteliais na
fase inicial da morfogénese. Na fase pseudoglandular foi observada marcacao

nuclear e na fase canalicular apresentou marcacao citoplasmatica mais
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evidente nas regides ductais desenvolvidas, assim como na fase de botéo
terminal. Resultados representativos sao apresentados na Figura 5. A
positividade para a proteina SPARC foi detectada apenas no estroma glandular

(Figura 6).



Quadro 3 - Expressédo das proteinas FAS, FASL, PAR4, PHLDA1, BCL2, SURVIVINA, Ki-67 e MUC1 em diferentes fases da
morfogénese das glandulas salivares humanas

. Pro-apoptéticos Anti-apoptoticos e proliferativo Maturacao
Fases da Morfogénese :
FAS FASL PAR4 PHLDA1 BCL2 SURVIVINA Ki-67 MUC1

Botao Inicial + + ++ ++ + ++ ++ -
Pseudoglandular + + ++ ++ + ++ ++ ++
Canalicular + + ++ ++ + ++ + ++
Botédo Terminal

e Acinos - - - - - _ + +

e Ductos Intercalares + - ++ - - ++ + ++

e Ductos Excretores - - ++ - + + + ++

(-) negativo, (+) raras células positivas (até 5), (++) varias células positivas (mais de 5)

24
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Figura 5 - Expresséo das proteinas Caspase-3 clivada, Caspase-3 total e
Caspase-7 durante a morfogénese das glandulas salivares humanas. (A)

Auséncia de expressdao da proteina Caspase-3 clivada na fase pseudoglandular se
diferenciando para a fase canalicular. Nota-se nas extremidades dos cordfes solidos de
células epiteliais estruturas primitivas caracteristicas dos pré-acinos. (B, setas) Positividade
da proteina Caspase-3 total com padrao de expressdo citoplasmatica entre as fases de
diferenciacdo pseudoglandular e canalicular principalmente nos corddes epiteliais
ramificados. (C, seta) A expressao da proteina Caspase-7 na fase de botdo inicial foi
observada com padréo predominantemente citoplasmatica. Nos estagios mais diferenciados
(D, seta) de pseudoglandular/canalicular permanece o padrdo citoplasmatico e raros

nucleos positivos.
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Figura 6 - Expressdo da proteina SPARC no estroma durante a

morfogénese das glandulas salivares humanas. Nota-se auséncia de expressdo

da proteina SPARC nas estruturas do parénquima glandular.

A expressdo da proteina MUCL1, associada a maturacao da glandula
salivar, abertura luminal e inicio da secrecdo nas glandulas salivares,
também foi avaliada. Essa proteina foi detectada a partir da fase
pseudoglandular, com intensa expressao na regiao luminal de ductos bem
formados na fase de botdo terminal da morfogénese. Esses aspectos estao

ilustrados na Figura 7.
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Figura 7 - Expressdo da proteina MUC1 durante a morfogénese das

glandulas salivares humanas. (A, seta) Fase de bot&o inicial: Auséncia de expressio
no botdo sélido de células epiteliais. Nota-se positividade da proteina na abertura luminal
primitiva proximo ao bot&o e no polo da cavidade ductal em uma fase mais desenvolvida.
(B) Fase pseudoglandular: Forte expressdo da proteina no polo luminal das células ductais
de estruturas canalizadas e em processo de ramificacdo. (C) Fase canalicular: Marcagéo
positiva da proteina em regifes luminais precoces e no ducto intercalar anexo ao pré-acino.
(D) Fase de botao terminal: Positividade no ducto excretor préximo ao saco terminal e no
ducto intercalar. Raras regides do citoplasma pré-acinar apresentaram expressao desta

proteina.

Para a proteina Ki-67, além da presenca ou auséncia de positividade,
também foi realizada a contagem do numero de nucleos positivos em 5
campos de grande aumento e efetuada a média das contagens por fase de

desenvolvimento (Quadro 4).
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Quadro 4 - Expressdo da proteina Ki-67 em diferentes fases da
morfogénese das glandulas salivares humanas.

Expressao de Ki-67*

Idade gestacional
Namero total de
10a 15 16 a 20 21a?25
células marcadas
semanas semanas semanas
por fase
Fases da
Morfogénese
Botao Inicial 1 1 - 2
Pseudoglandular 72 42 2 116
Canalicular 6 7 6 19
Botao Terminal 4 5 2 11
NUmero total de
10 13 5
amostras

*, média do niUmero de ndcleos positivos em 5 campos de grande aumento

A seguir sao descritos os padrbes de expressdo para as proteinas
BCL2, Survivina, Ki-67, FAS, FASL, PAR4 e PHLDA1l. Resultados

representativos sdo apresentados nas Figuras 8 e 9.

Fase de Botao Inicial

BCL2: Foram observadas raras células positivas, com o padrdo de
marcacao citoplasmatico, em regides de células epiteliais agrupadas (Figura
8, A);

Survivina: Nas pequenas ilhotas de células epiteliais a proteina exibe
padrdo de marcacdo citoplasmética e nos botdes sdlidos foi identificada

expressao citoplasmatica e nuclear (Figura 8, B);
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Ki-67: A marcacdo nuclear € positiva nas células que compdem os
botdes iniciais exibindo intensa atividade proliferativa, inclusive as que
possuem aberturas primitivas dos lumens em regibes mais diferenciadas
(Figura 8, C);

FAS e FASL: A expressao de FAS € complementar a expresséo da
proteina FASL. Foram consideradas apenas células com marcacdo na
regido da membrana. Nos aglomerados de células epiteliais houve
positividade em raras células centrais com indicios da abertura primitiva dos
limens em areas mais diferenciadas (Figura 9, A e B);

PAR4: A expressao nuclear desta proteina é mais intensa nos botdes
sélidos de células epiteliais, além de sutil marcacao citoplasmatica por toda
sua estrutura (Figura 9, C);

PHLDA1L: A expresséo citoplasmatica foi predominante nos botdes
sélidos de células epiteliais e foi diminuindo ao longo do desenvolvimento.
Raras células com morfologia apoptética apresentaram positividade nuclear

(Figura 9, D).

Fase Pseudoglandular

BCL2: Raras células apresentaram positividade citoplasmatica
pontualmente entre as ramificacfes dos corddes sdélidos de células epiteliais.
Em é&reas mais diferenciadas com abertura luminal dos ductos houve
predilecdo da proteina na porcao basal da estrutura glandular (Figura 8, D);

Survivina: A expressao citoplasmatica foi evidenciada em alguns

aglomerados solidos e na regido de ramificagdo dos corddes solidos de
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células epiteliais. Nos sitios de abertura do espaco luminal ou em areas mais
diferenciadas exibiu marcacao nuclear (Figura 8, E);

Ki-67: Observou-se um maior numero de ndcleos positivos nesta fase
de diferenciacdo, principalmente nas estruturas ramificadas e ductais. Foi
realizada também a analise quantitativa por meio da contagem de células
positivas que apresentou a média de 116 nucleos positivos em comparacao
as demais fases com menos de 20 nucleos positivos (Figura 8, F);

FAS e FASL: Raras células foram positivas, em padrdo de
membrana, em regides centrais dos corddes solidos onde ha evidéncia da
abertura do espaco luminal, bem como nas areas compostas por pequenos
grupos de células epiteliais (Figura 9, E e F);

PAR4: A expressdo foi proeminentemente nuclear em regiées com
células epiteliais agrupadas em processo de ramificacdo dos corddes solidos
para a formagcao dos ductos. Essa expresséo foi principalmente observada
nos nucleos préximos ao lumen ainda em desenvolvimento (Figura 9, G);

PHLDA1: O padrdo citoplasmatico foi observado em areas de
agrupamento de células epiteliais e nas extensbes dos corddes solidos de
células epiteliais com rudimentares regides canalizadas. Raros nucleos
foram positivos, apresentando aspecto picnético e irregular indicando

caracteristicas apoptoticas (Figura 9, H).

Fase Canalicular

BCL2: Marcagéo citoplasmatica foi observada em raras células nas

por¢cBes ductais e diminuicdo de expressdo foi observada em areas mais
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desenvolvidas com a evidéncia de pré-acinos ainda néo diferenciados. Os
ductos excretores apresentaram marcacdo com predilecdo na regido das
células basais (Figura 8, G);

Survivina: A expressao nuclear foi predominante nesta fase da
morfogénese e em raras células foram observadas marcacao citoplasmatica.
Em ductos excretores, a camada de células epiteliais proxima a regiao
luminal apresentaram marcacéo de padréao nuclear (Figura 8, H);

Ki-67: A marcacéo nuclear prevaleceu nos ductos excretores e nos
ductos ramificados, porém nas pequenas areas das extremidades que
comecam a se diferenciar em estruturas caracteristicas de sacos terminais
raras células sao positivas (Figura 8, I);

FAS e FASL: Foram positivas raras células com padrao de expressao
na membrana, principalmente nas regides com agrupamento de células
epiteliais que dao origem aos ductos intercalares anexos as estruturas pre-
acinares nas extremidades dos ductos ramificados (Figura 9, | e J);

PARA4: O perfil de marcagao nuclear foi evidenciado em regides com
aglomerados de células epiteliais ainda em processo de ramificacdo e
abertura luminal. Em areas pré-acinares foram positivas as estruturas
anexas que dao origem aos ductos intercalares. A expresséao citoplasmatica
manifestou-se principalmente nos ductos excretores que desembocam na
mucosa (Figura 9, K);

PHLDALl: Notou-se marcacdo citoplasmatica nas estruturas
ramificadas mais rudimentares e raros nucleos picnéticos foram identificados

caracterizando o processo de apoptose. Nas regides que apresentam
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indicios de pré-acinos a marcagao citoplasmatica e nuclear € escassa ou

ausente (Figura 9, L).

Fase de Botdo Terminal

BCL2: Positividade citoplasmatica foi observada em raras células
nesta fase da morfogénese. Notou-se positividade principalmente nos ductos
excretores e auséncia de expressdo nos sacos terminais e ductos
intercalares (Figura 8, J);

Survivina: Foi observada a expressdo nuclear principalmente nos
ductos excretores e intercalares anexos aos pré-acinos. Raras células foram
positivas com marcacao citoplasmatica. Nos sacos terminais ndo houve
expressao desta proteina (Figura 8, K);

Ki-67: A expressao nuclear foi observada nos aglomerados celulares
qgue dao origem aos ductos intercalares e raras células foram positivas nas
estruturas pré-acinares (Figura 8, L);

FAS e FASL: Raras células apresentaram positividade na membrana
na regiao dos ductos intercalares e auséncia de expressao nas estruturas
dos sacos terminais (Figura 9, M e N);

PAR4: Foi observado marcacao, principalmente nuclear, nos ductos
intercalares representados pelos aglomerados celulares com abertura
luminal sutil. Nas por¢bes mais diferenciadas, 0s sacos terminais
demonstraram auséncia de expressao desta proteina (Figura 9, O);

PHLDAL1: Nesta fase de desenvolvimento a expressao € ausente para

esta proteina (Figura 9, P).
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Figura 8 - Expresséo das proteinas anti-apoptoéticas e proliferativa durante a

morfogénese das glandulas salivares humanas. Fase de botfo inicial: (A, setas)

Marcacdo citoplasmatica de BCL2 no botéo sélido de células epiteliais e em raras células na
regido do epitélio; (B) Expressao citoplasmatica e nuclear da proteina Survivina

principalmente na porgdo basal do botdo; (C) Positividade nuclear da proteina Ki-67 na
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regido do broto sdlido de células epiteliais e das porgBes pouco diferenciadas. Fase

pseudoglandular: (D, seta) Expresséo citoplasmatica de BCL2 em raras células dos corddes

ramificados de células epiteliais; (E) Marcacdo proeminente nuclear da proteina Survivina
nas regides de abertura do espaco luminal ductal e nas estruturas ramificadas; (F)
Marcacdo nuclear da proteina Ki-67 principalmente nesta fase de diferenciacéo,
principalmente nas regides em processo de ramificacdo dos corddes epiteliais para abertura

luminal. Fase canalicular: (G, setas) Raras células foram positivas com padrdo

citoplasmatico para a proteina BCL2, principalmente em areas pouco diferenciadas e
ductais; (H) Expressdo nuclear e citoplasmatica da proteina Survivina em regiées menos
diferenciadas e nos corddes ramificados. Nota-se diminuicdo de marcacdo nas
extremidades que iniciaram o desenvolvimento da estrutura pré-acinares com excec¢do das
suas por¢cBes anexas, os ductos intercalares; (I) Diminuicdo de expressdo nuclear da
proteina Ki-67 nas regides ramificadas e com o espaco luminal mais desenvolvido. Fase de
botdo terminal: (J, seta) Raras células positivas com padrao citoplasmatico da proteina
BCL2 nos ductos excretores e auséncia de expressao na porcao pré-acinar; (K) Marcacao
nuclear e citoplasmatica da proteina Survivina nos ductos intercalares e nenhuma
expressdo nos pré-acinos; (L) Expressdo em raras células com padrdo nuclear da proteina

Ki-67 nos ductos intercalares e ausente nos pré-acinos.
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Figura 9 - Expressao das proteinas pré-apoptoéticas durante a morfogénese

das glandulas salivares humanas. Fase de bot&o inicial: (A) Expressdo com padréo

de membrana da proteina FAS no botéo sélido de células epiteliais; (B, seta) Raras células
positivas da proteina FASL com padrdo de membrana na regido basal do broto de células
epiteliais; (C) Expresséo principalmente de padrdo nuclear e sutil marcagdo citoplasmética
da proteina PAR4 no boté@o de células epiteliais; (D) Padréo de expresséao citoplasmatica da
proteina PHLDA1 nos agrupamentos soélidos de células epiteliais e nas regides com

aberturas primitivas do espaco luminal. Fase pseudogdlandular: (E, setas) Raras células

positivas com padrao de membrana da proteina FAS, localizadas principalmente em regides
de ramificacdo dos corddes de células epiteliais; (F, seta) Positividade da proteina FASL
com padrdo de membrana em raras células na regido basal das estruturas menos
diferenciadas com sutil abertura luminal; (G) Expressdo da proteina PAR4 com padréo
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nuclear, proeminente nos aglomerados de células epiteliais e nas extremidades dos
corddes; (H) Expressdo de PHLDA1 com padrao citoplasmatico nos corddes solidos de

células epiteliais ramificados e nas regifes de abertura luminal primitiva. Fase canalicular:

() Raras células positivas da proteina FAS com padrdo de membrana nos ductos
intercalares; (J) Raras células expressaram a proteina FASL com padrdo de membrana; (K)
Padrdo de expressao nuclear da proteina PAR4 nos cordfes ramificados e nos ductos
intercalares anexos as estruturas primitivas pré-acinares; (L) Padrdo de marcacédo
citoplasmatica da proteina PHLDA1 proeminente nas regides dos corddes soélidos de células
epiteliais em processo de ramificacdo e abertura luminal. Nota-se rara positividade nuclear

com aspecto condensado caracteristico de célula apoptética. Fase de botdo terminal: (M,

seta) Raras células positivas da proteina FAS no ducto intercalar com padrédo de expresséo
de membrana; (N) Auséncia de expressdo com padrdo de membrana da proteina FASL
nesta fase de desenvolvimento. Apesar de apresentar positividade no citoplasma das
células pré-acinares foram consideradas inativas, uma vez que sua atividade funcional é
expressa na membrana; (O) Marcacédo predominante de padrdo nuclear da proteina PAR4
em proximidade com as estruturas pré-acinares nos ductos intercalares e na porgdo
ramificada do corddo soélido de células epiteliais com sutil abertura luminal; (P) Auséncia de

expressdo de PHLDAL nesta fase do desenvolvimento.
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Também foram analisadas 10 amostras de glandulas salivares
adultas histologicamente normais provenientes de margens cirargicas para
comparacdo com a expressao na glandula em desenvolvimento: as
proteinas PAR-4, survivina e FAS foram focalmente expressas. As proteinas
MUC-1 e SPARC foram amplamente expressas e as proteinas PHLDAI,

FAS-L, BCL-2, Caspase-3 clivada e Ki-67 ndo foram expressas (Figura 10).
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Figura 10 - Expressdo das proteinas PAR-4, MUC-1, PHLDA1, SPARC,

FAS, FAS-L em amostras de glandula salivar sem evidéncia de neoplasia.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a imunoexpressao de proteinas associadas
ao mecanismo de apoptose em amostras de glandulas salivares humanas
em desenvolvimento por imunoistoquimica.

A morfogénese das glandulas salivares humanas € semelhante ao
observado em camundongos (LOURENCO et al. 2008; TESHIMA et al.
2011). Porém, as glandulas salivares humanas se diferenciam de forma
heterogénea: o mesmo espécime pode apresentar diferentes estagios do
desenvolvimento glandular, independentemente da idade fetal (IANEZ et al.
2010). Em nosso estudo, também foram observadas diferentes fases de
morfogénese, seguindo a classificacdo de TUCKER 2007, na mesma
amostra sem relacdo com a idade correspondente (entre 10 a 25 semanas)
utilizando-se a avaliacdo da coloracdo HE.

A apoptose é um dos mecanismos envolvidos na morfogénese de
tecidos embrionarios atuando na manutencdo homeostatica dos 6rgaos em
formacdo através das sinalizacbes de morte ou sobrevida celular
(FLUSBERG e SORGER 2015). Duas vias estdo associadas a este
processo de morte celular, a extrinseca (citoplasmatica) e intrinseca
(mitocondrial) que convergem a uma via comum e, além disso, a expressao
ou inibicdo de proteinas envolvidas em uma via podem influenciar a outra

(PEREIRA e AMARANTE-MENDES 2011).



39

Em glandulas salivares, a morte celular parece estar envolvida na
abertura luminal dos ductos, permitindo a cavitacdo dos corddes solidos de
células epiteliais nas fases iniciais da morfogénese (MELNICK e JASKOLL
2000; TUCKER 2007; TESHIMA et al. 2016b). Contudo, os resultados ainda
Sdo escassos, assim como, ndo é totalmente conhecido o papel das
proteinas diretamente e indiretamente envolvidas no mecanismo de
apoptose durante desenvolvimento glandular.

A proteina anti-apoptotica BCL2 localiza-se no citoplasma (ALLEN et
al. 1998, HENGARTNER 2000; GARCIA-SAEZ 2012). Nosso estudo
observou auséncia da proteina BCL2 na maioria dos espécimes estudados.
Raras células foram positivas com padrao citoplasmatico, principalmente nos
botdes solidos de células epiteliais e nos ductos excretores em sua porcao
basal. Em contrapartida, TESHIMA et al. (2016a) observaram a auséncia de
BCL2 em todos os espécimes analisados durante as fases da morfogénese
das glandulas salivares humanas. No estudo da morfogénese estrutural dos
néfrons, CAREV et al. (2006) demonstraram a expresséo da proteina BCL2
nos mesonéfrons, a qual foi relacionada com a sobrevivéncia seletiva de
alguns tubulos que posteriormente dao origem as estruturas mais
diferenciadas. Nos metanéfrons, a expressdo é positiva principalmente nas
estruturas em desenvolvimento e ausente nas mais diferenciadas. Sugere-
se, portanto, que a expressao de BCL2 é necessaria para a diferenciacao
dos néfrons nas fases mais precoces do desenvolvimento. Em outro estudo,
por meio de imunoistoquimica, a expressao de BCL2 foi observada nos trés

folnetos embrionarios de murinos nas fases mais precoces do



40

desenvolvimento e afirmaram que a contribuicdo de proteinas repressoras
de morte celular € importante durante a organogénese (NOVACK e
KORSMEYER 1994).

Em tumores benignos, como o adenoma pleomorfico, a expressao de
BCL2 encontra-se positiva nas células periféricas das estruturas ductais e,
nas glandulas normais adjacentes ao tumor benigno, a expresséo de BCL2 &
ausente. Entretanto, nas glandulas n&o associadas ao tumor houve
expressado forte focal nas células basais ductais (MIRANDA VIANA et al.
2013).

A survivina € uma proteina inibidora da apoptose que € expressa
abundantemente em tecidos fetais (JASKOLL et al. 2001), porém em células
adultas normais, somente em alguns tecidos especificos (JOHNSON e
HOWERTH 2004; STENNER e KLUSSMANN 2009; VANGESTEL et al.
2009), tais como timo e mucosa gastrica, em padrdo citoplasmatico e
nuclear (JOHNSON e HOWERTH 2004). A expressao nuclear parece estar
relacionada ao controle da divisdo celular, a0 passo que a expressao
citoplasmatica parece estar envolvida com a inibicdo da apoptose (ALTIERI,
2003; VANGESTEL et al. 2009;).

Em nosso estudo, a expressao da proteina survivina foi identificada
em todas as fases do desenvolvimento com localizagdo intracelular
diferenciada ao longo da maturacéo glandular. Nas estruturas mais precoces
a marcacdo prevaleceu com perfil citoplasmético em regibes ramificadas,
enquanto que nos estdgios mais avancados a expressdo foi

predominantemente nuclear. TESHIMA et al. (2016a) identificaram o mesmo



41

padrdao de expressdo durante a morfogénese das glandulas salivares
humanas, sugerindo que a survivina possui um papel importante na
sobrevida das células ductais em formacdo, corroborando 0s nossos
resultados. No modelo animal, JASKOLL et al. (2001) verificaram a
expressdo da survivina no desenvolvimento da glandula submandibular nos
principais estagios da abertura luminal: pseudoglandular, canalicular e botao
terminal. Na fase pseudoglandular o padrao de expressao foi citoplasmatico
difuso nas estruturas ramificadas, sugerindo que a survivina possa ser um
mediador importante para a delimitacdo do limen durante da morfogénese
da glandula (JASKOLL et al. 2001).

Por estar ausente na maioria dos tecidos normais, a survivina tem
sido usada como parametro prognostico em diversos tumores (JOHNSON e
HOWERTH 2004), inclusive de cabeca e pescoco (STENNER e
KLUSSMANN 2009). A alta expressao de survivina esta correlacionada com
a invasao e agressividade do tumor, o que resulta no pior progndstico
comparado a tumores negativos para esta proteina (JOHNSON e
HOWERTH 2004).

A proteina Ki-67 € um marcador de proliferacdo celular localizada no
nacleo. O aumento de sua expressao esta associado ao mau progndéstico
em diversos tumores, inclusive de cavidade oral, laringe, faringe e glandulas
salivares (PICH et al. 2004).

Nas glandulas salivares em desenvolvimento, a proteina Ki-67 foi
expressa em todas as fases da morfogénese, principalmente nas estruturas

pseudoglandulares. Porém, em estruturas mais diferenciadas (pré-acinos) foi
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observada uma reducéo da expressdo dessa proteina. Essa diferenca de
marcacado entre as fases do desenvolvimento foi confirmada pela analise
quantitativa, com a contagem dos nucleos ao longo do desenvolvimento na
qual o estagio pseudoglandular apresentou em média 116 ndcleos positivos
em comparacdo aos demais estagios com meédia de 20 nucleos. Isso sugere
que ao decorrer da diferenciacdo e maturacdo da glandula é fundamental o
equilibrio entre as proteinas envolvidas na proliferacdo e no mecanismo de
morte celular programada.

Em um estudo sobre a morfogénese estrutural dos néfrons, CAREV et
al. (2006) observaram a expressdo da proteina Ki-67 em duas fases de
desenvolvimento, os mesonéfrons e os metanéfrons, variando de acordo
com as semanas de maturacdo analisadas. O mecanismo de proliferacéo
celular em equilibrio com outras proteinas envolvidas tanto no estimulo
qguanto na inibicdo da apoptose revela sua importancia na formagéo dos rins
e, desse modo, o rompimento deste padrdo compensatério pode
desencadear varios disturbios neste 0Orgado, incluindo insuficiéncia renal
cronica (CAREV et al. 2006).

A proteina PAR4 é expressa com padrao citoplasmatico em linhagens
celulares e tecidos normais, mas ndo promove a apoptose a menos que haja
um segundo estimulo. Nas células tumorais, em contrapartida, a expressao
de PAR4 é observada no citoplasma e no nucleo, sendo associada a
translocacdo nuclear com o processo de morte celular programada
(GOSWAMI et al. 2006; ZHAO e RANGNEKAR 2008; SHRESTHA-

BHATTARAI e RANGNEKAR 2010).
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No nosso estudo foi observada positividade nuclear de PAR4,
predominantemente nas estruturas pseudoglandulares, onde ocorre a
formacdo rudimentar das estruturas luminais, sugerindo, portanto, um
possivel papel dessa proteina durante a morfogénese das glandulas
salivares. NAGAI et al. (2010), identificaram em cultura de células alta
expressdo de PAR4 durante a morfogénese da glandula mamaria,
destacando sua importancia na composicao estrutural do limen (porcéo
acinar). Além disso, em ensaios de imunoistoquimica observaram baixa
expressao nuclear de PAR4 a qual foi associada ao mau progndéstico em
pacientes com cancer de mama primario.

Nas células tumorais resistentes ao mecanismo de morte celular
programada a proteina PAR4 mantém-se presente no citoplasma (EL-
GUENDY e RANGNEKAR 2003). Nesse contexto, COUTINHO-CAMILLO et
al. (2013) relacionaram a expressdo citoplasmatica de PAR4 ao estagio
avancgado do carcinoma epidermaoide oral.

FAS e FASL sao importantes proteinas mediadoras da apoptose e
sua interacdo ocorre tanto em células normais quanto em células tumorais
(LORO et al. 1999; WARING e MULLBACHER 1999; PETER et al. 2015)
com padréao de expressao na membrana (LORO et al. 1999; DAVIDSON et
al. 2002; PETER et al. 2015). Os resultados foram complementares em
ambos marcadores: raras células foram positivas destacando a regido basal
das estruturas glandulares, principalmente nas fases iniciais do
desenvolvimento e ausente nas fases mais avancadas que compreendem o0s

compartimentos pré-acinares.
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Foi relatado, em um estudo com ratos, que a apoptose desempenha
um papel importante durante o0 processo da atrofia da glandula
submandibular mediada pela via FAS/FASL. As Caspases 8 e 3 foram
utilizadas para confirmar a atividade apoptética. As proteinas FAS/FASL
foram observadas no parénquima glandular: expressédo da proteina FAS foi
observada nos acinos e nas células ductais, enquanto a proteina FASL
apresentou aumento de expressao nas ceélulas ductais, principalmente nas
glandulas atrofiadas (TAKAHASHI et al. 2007).

Na comparacdo mucosa oral normal e carcinoma de células
escamosas de cavidade oral, FASL foi observada na superficie das células e
no citoplasma, onde a proporcdo de células positivas em lesdes pouco
diferenciadas foi maior em relacdo as lesbes bem diferenciadas. A auséncia
de expressao de FAS e a positividade de FASL indicam o desequilibrio na
sinalizacdo da morte celular para as células tumorais (LORO et al. 1999).

A proteina pré-apoptética PHLDA1 (TDAG51) ¢é expressa
predominantemente no citoplasma, mas alguns estudos revelam que pode
ser localizada em regido perinuclear, nuclear e também nos nucléolos
(NAGAI 2016).

Nosso estudo apresentou rara positividade nuclear em regides
pontuais, com morfologia caracteristica de apoptose, indicados por nucleos
picnéticos condensados e irregulares. A expressdo foi predominante
citoplasmatica nas fases mais precoces do desenvolvimento das glandulas

salivares humanas. Em estagios mais desenvolvidos, onde as extremidades
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dos corddes ramificados que apresentaram aspectos primitivos pré-acinares,
nao houve expressao desta proteina.

COUTINHO-CAMILLO et al. (2013) observaram expressao
citoplasmatica reduzida de PHLDA1 em 60,7%, do total de 229 amostras,
em carcinomas de células escamosas de cavidade oral. A expressao de
PHLDAL foi correlacionada aos estagios avancados da doenca, porém em
pacientes negativos para esta proteina a sobrevida global e sobrevida livre
de doenca foram significativamente maiores, sugerindo um marcador
prognéstico independente neste tipo de neoplasia. Outros estudos
associaram a diminuicdo da expressdao de PHLDA1l no desenvolvimento
neoplasico sugerindo, portanto, um possivel biomarcador prognostico, tais
como em: cancer de mama invasivo primario (NAGAI et al. 2007),
colangiocarcinoma (ZHAO et al. 2015b) e adenocarcinoma gastrico (ZHAO
et al. 2015a).

A Caspase-3 € uma proteina efetora responsavel por promover a
morte celular programada, essencial para o desenvolvimento embrionario
(BOATRIGHT e SALVESEN 2003). O padrdo de expressdo normalmente é
citoplasmatico, mas alguns estudos revelam marcacdo nuclear
(KRAJEWSKA et al. 1997; KAMADA et al. 2005).

Nosso estudo demonstrou auséncia de expressdo da proteina
Caspase-3 clivada em todas as estruturas do desenvolvimento glandular
estudadas. Em contraste, no desenvolvimento das glandulas salivares em
modelo animal, TESHIMA et al. (2016b) identificaram atividade apoptética da

Caspase-3 clivada nas fases inicias da morfogénese, principalmente durante
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a formacéo da cavidade luminal dos ductos. Nas fases mais desenvolvidas
foi observada expressdo minima desta proteina, sugerindo que a presenca
de Caspase-3 clivada € um indicador precoce durante a formacéo primitiva
dos limens ductais. Esse mesmo grupo, utilizando amostras de glandula
salivar humanas em desenvolvimento, também ndo observou a expresséo
de Caspase-3 clivada em todos os espécimes analisados no estudo,
sugerindo que a avaliacdo desta proteina talvez ndo caracterize o marcador
mais sensivel para identificar a ativacdo da apoptose (TESHIMA et al.
2016a).

Embora a expressdo da Caspase-3 clivada tenha sido negativa, em
algumas amostras a marcacao citoplasmatica da Caspase-3 total foi
evidenciada em fases precoces da morfogénese da glandula salivar, o que
confirma, portanto, que a proteina esta presente durante no
desenvolvimento da glandula salivar humana, porém ndo desempenha um
papel importante no mecanismo da apoptose. Em compensagdo, a
Caspase-7 também participa do grupo das Caspases efetoras e demonstra
compartilhar propriedades semelhantes as da Caspase-3. A delecao
concomitante das proteinas Caspases 3 e 7 em modelo in vivo resultaram
no comprometimento da morfogénese, ao passo que apenas a expressao da
Caspase-7 supre a auséncia da Caspase-3 (LAKHANI et al. 2006).
Avaliamos em alguns espécimes a expressao da proteina Caspase-7: foi
observada expressdo citoplasmatica de Caspase-7 nas fases iniciais do
desenvolvimento e, nas fases mais diferenciadas, foi observada também a

expressdo nuclear. Isso sugere que a Caspase-7 possa ser uma importante
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Caspase efetora na morfogénese das glandulas salivares humanas
compensando a auséncia da Caspase-3 clivada, corroborando o recente
estudo de TESHIMA et al. (2016a).

Pertencente a classe de proteinas da matriz extracelular, SPARC é
uma proteina geralmente expressa em tecidos embrionarios ou em lesdes
teciduais (MORRIS e KYRIAKIDES 2014). Estudos em cancer tém
demonstrado que a expressdao de SPARC pode ser observada tanto nas
células tumorais quanto no estroma intra e/ou peritumoral (ARNOLD e
BREKKEN 2009; MURPHY-ULLRICH e SAGE 2014). No nosso estudo, a
proteina SPARC nao foi expressa nas estruturas que constituem o
parénquima das glandulas salivares, porém foi observada expressdao na
regido do estroma circundando as por¢des ductais e acinares.

A matriz extracelular circunscreve a arquitetura dos tecidos e
proporciona o suporte celular, além disso, é responsavel por modular direta
ou indiretamente a acdo de fatores de crescimento envolvidos no
mecanismo de angiogénese e remodelamento tecidual. A proteina SPARC,
portanto, é considerada um modulador do cancer por estar relacionado com
funcdes regulatdérias como a proliferacédo, adesado, sobrevivéncia e migracao
celular (ARNOLD e BREKKEN 2009).

AQUINO et al. (2013), estudando amostras carcinoma epiderméide da
cavidade oral, observaram marcacdo citoplasmatica nas células tumorais,
entretanto, houve expressao significativa no estroma adjacente ao tumor. A
expressdo de SPARC foi correlacionada ao grau do tumor e aos indices de

proliferagdo (AQUINO et al. 2013). Em outro estudo utilizando modelo
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animal, foi analisada a inibicdo da proteina SPARC durante a morfogénese
pulmonar que originou morfologia inadequada, principalmente durante a fase
pseudoglandular, o estagio fundamental da ramificacdo das vias aéreas,
sugerindo que SPARC possa ser um mediador essencial durante a formacéo
e desenvolvimento das estruturas pulmonares (STRANDJORD et al. 1995).

As mucinas sao glicoproteinas que compdem a saliva, importantes
para a manutencdo da homeostase da cavidade oral (TESHIMA et al. 2011).
Expressa principalmente no citoplasma, a MUCL1 é tipicamente encontrada
na porcao apical das glandulas ou nas células epiteliais luminais (NATH e
MUKHERJEE 2014) e, nas glandulas salivares, localiza-se especialmente
nos ductos estriados e intercalares (MAHOMED 2011).

A proteina MUC1 pode estar associada a regulacdo da apoptose,
uma vez que contribui na evasdo da morte celular nas células tumorais
evitando a ativacdo da via intrinseca da apoptose (NATH e MUKHERJEE
2014). RAINA et al. (2004) relatam que a superexpressdo de MUC1 pode
interferir na ativacdo da apoptose pela regulagdo da proteina Bcl-xL (anti-
apoptoética) e inativacdo da proteina Bad (pro-apoptética) em cultura de
fibroblastos de rato.

Em nosso estudo, MUCL1 foi positiva com padrdo citoplasmatico no
inicio da fase pseudoglandular da morfogénese das glandulas salivares
maiores e menores, principalmente na regido luminal das células ductais.
Nas estruturas mais diferenciadas (pré-acinos) houve diminuicdo da
expressdo desta proteina. Em um estudo da morfogénese de glandulas

salivares menores, na fase pseudoglandular foi identificada marcacao nas
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porcdes luminais rudimentares e, no botao terminal, manteve a marcacéao de
MUCL1 nas células luminais e em todo o sistema ductal, corroborando os
nossos resultados (TESHIMA et al. 2011).

Diversos tipos de neoplasias epiteliais apresentam glicosilacdo
anormal de MUC1, sendo encontrados altos niveis de expressao
citoplasmatica desta proteina (MAHOMED 2011; NATH e MUKHERJEE
2014). Neste contexto a revisdo de MAHOMED (2011) relata que MUC1 nas
células tumorais ndo se limita as regides apicais das glandulas. No adenoma
pleomdérfico, a expressao encontra-se em estruturas tubulares na porcao
luminal das células alteradas e, em contrapartida, no adenocarcinoma de
células acinares a marcacao citoplasmatica é difusa.

Os dados obtidos neste estudo em comparacdo ao exposto na
literatura demonstram a importancia entre o equilibrio das proteinas pro-
apoptoticas, anti-apopototica e de proliferacdo durante a morfogénese das
glandulas salivares humanas, bem como na formagé&o do espaco luminal dos
ductos, principalmente nas fases iniciais do desenvolvimento. A similaridade
entre a histogénese e o processo de tumorigénese tem sido observada
guanto ao comportamento bioldgico e a base molecular, sugerindo, portanto,
a relevancia da compreensdo e comparacdo da expressado proteica nestes
tecidos para identificar possiveis biomarcadores que possam ser aplicados
no diagnostico precoce de doencas (MA et al. 2010).

Estudo do nosso grupo (dados néao publicados) demonstrou a
expressdo das proteinas BCL2, Caspase-3 clivada, Survivina, PARA4,

PHLDA1, MUC1, SPARC, Ki-67, FAS e FASL em amostras de carcinoma
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mucoepidermoide e adenoma pleomoérfico. Os resultados demonstraram que
as proteinas BCL2, SPARC, PHLDAl e FAS foram mais expressas nas
amostras de adenoma pleomorfico enquanto Ki-67 foi mais expressa nas
amostras de mucoepidermoide. A associacdo entre a expressao da proteina
SPARC e tumores de baixo grau histologico e expresséo da proteina Ki-67
com a presenca de metastase em linfonodo em amostras de carcinoma
mucoepidermdide, bem como a associacdo entre a expressdo da proteina
FAS e menor expressao de Ki-67 e melhores taxas de sobrevida global e
cancer especifica em amostras de carcinoma mucoepidermdide sugerem
que essas proteinas possam apresentar um valor prognostico nesses
tumores.

Em resumo, o estimulo apoptético durante a morfogénese das
glandulas salivares humanas parece estar presente principalmente nas
fases mais precoces da morfogénese. Ao longo do desenvolvimento as
proteinas pro-apoptéticas diminuem a expressao, enquanto a expressao das
proteinas de proliferacdo aumenta. A proteina Survivina além de ser anti-
apoptotica também possui um papel importante durante a proliferacdo
celular e foi observada ao longo do desenvolvimento, bem como a proteina
Ki-67 principalmente na fase pseudoglandular. Isso sugere que mesmo nas
fases mais desenvolvidas jA& com a abertura luminal dos ductos, a
proliferac@o celular € necessaria para manter a ramificacdo. Contudo, outros
mecanismos, como por exemplo a polarizagéo celular, estdo provavelmente
envolvidos na manutencdo da abertura luminal dos ductos além da

apoptose.
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CONCLUSOES

As proteinas BCL2, Survivina, Ki-67, FAS, FASL, PAR4, PHLDAL e

MUC1 apresentaram positividade em pelo menos uma fase durante o

processo de morfogénese das glandulas salivares humanas:

A proteina BCL2 foi expressa em raras ceélulas nas fases iniciais do
desenvolvimento e nos ductos excretores;

A proteina Survivina foi expressa em padrdo citoplasméatico ou
nuclear ao longo do desenvolvimento glandular;

A proteina Ki-67 foi expressa principalmente nas fases mais precoces
do desenvolvimento;

As proteinas FAS e FASL foram simultaneamente expressas em raras
células principalmente nas fases mais iniciais do desenvolvimento;

A proteina PAR4 apresentou positividade em todas as fases do
desenvolvimento, exceto nas estruturas pré-acinares;

A proteina PHLDA1l foi expressa nas fases iniciais do
desenvolvimento, exceto no botéo terminal;

A proteina MUCL1 foi expressa a partir da fase pseudoglandular;

A proteina SPARC néao foi expressa no parénquima da glandula em
nenhuma fase da morfogénese, apenas no estroma;

A proteina Caspase-3 clivada ndo foi expressa em nenhuma das
fases da morfogénese da glandula. Adicionalmente, a proteina

Caspase-3 total foi expressa principalmente nas fases mais precoces
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do desenvolvimento da glandula e a proteina Caspase-7 foi expressa
em todos os estagios da morfogénese com padréo nuclear nas fases

iniciais e citoplasmatica nas mais desenvolvidas.
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Anexo 1 — Carta de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A'c'camargo Comité de Etica em
Cancer Center - , Pesquisa - CEP .

S3o Paulo, 07 de maio de 2015.

A
Dra. Claudia Malheiros Coutinho Camillo
Aluna: Agatha Nagli de Mello Gomes (Mestrado)

Ref.: Pro_]eto de Pesquisa n°, 1578/11F =
“Apoptose nas glindulas salivares humanas: Avahag:ﬁo de marcadores durante o
processo de morfogénese da glindula.”

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em reunido de 14/04/2015,
tomaram conhecimento e aprovaram os seguintes documentos:

» Solicitagdo de dispensa da submissdo da documentagfio obrigatoria e analise ética do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico intitulado
“Avaliacdo de marcadores de apoptose durante a morfogénese e tumorigénese das
glandulas salivares humanas™. registrado neste CEP sob n° 1578/11. O projeto afiliado
em referéncia sera Dissertagio de Mestrado da aluna: Agatha Nagli de Mello Gomes.

» Projeto de Mestrado. datado de 05 de margo de 2015.

Atenciosamente,

pr. )

1° Vice-Coordenad

Rua Professor Antdnio Prudente, 211 = Liberdade = S3o Paulo / SP » CEP 01509-900
(11) 2189-5000 = www.accamargo.org.br



