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RESUMO

Stamboni MB. Avaliacdo da expressdo de aquaporinas em carcinoma
mucoepidermdide da glandula salivar. Sado Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

As aquaporinas (AQPs) pertencem a uma familia de 13 pequenos canais de
proteina transmembrana, envolvidos no transporte de agua e solutos sendo
fundamentais na fisiologia do organismo. Nas glandulas salivares, as
aquaporinas tém sido consideradas muito relevantes para o controle da
producdo da saliva e manutengdo da estrutura glandular, desde os
processos de morfogénese do 6rgdo. Entretanto, pouco se sabe acerca da
participacdo dessas proteinas em processos neoplasicos dessas glandulas.
Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de
lesbes, apresentando  diferentes caracteristicas  histolégicas e
comportamento clinico diverso. O carcinoma mucoepidermdide € o tumor
maligno mais comum das glandulas salivares. Em muitos casos, os aspectos
histopatolégicos desse tumor se assemelham aos das glandulas salivares, e
assim, indaga-se a participagdo das aquaporinas em suas estruturas, no
sentido de se compreender a relagao bioldgica da neoplasia com a do 6rgao
normal. O objetivo desse trabalho foi a avaliagdo da expressdo das
aquaporinas AQP1, AQP3 e AQP5 em 24 amostras de carcinoma
mucoepidermadide por imunoistoquimica. Dos 24 pacientes avaliados neste
estudo, 11 eram mulheres e 13 homens. A mediana de idade dos individuos
acometidos por esta leséo foi de 48,5 anos (variando de 8 a 81 anos) e o
local mais frequentemente afetado em nossa amostra foi a glandula salivar
menor, seguido pela parétida. Considerando os resultados da
imunoistoquimica, a AQP1 ndo foi expressa no carcinoma
mucoepidermdide, sendo expressa na parede dos vasos sanguineos que
permeiam o tumor. A AQP3 foi expressa nas células epidermodides e

mucosas em 85,7% dos casos de carcinoma mucoepidermoide e a AQPS5 foi



expressa nas células mucosas em 60,0% dos casos de carcinoma
mucoepidermodide. Nao foi observada associacdo entre a expressdo das
proteinas e as caracteristicas demograficas, clinicas, patolégicas e nem
associacao da expressao das aquaporinas entre si. Na analise de sobrevida,
foi observado que auséncia de invasdo vascular e auséncia de recidiva
estavam associadas a melhores taxas de sobrevida global. Apesar de nao
ser estatisticamente significativo, nossos resultados sugerem que pacientes
com auséncia de expressao de AQP3 e presenca de expressao de AQP5
apresentam uma melhor sobrevida global. De forma geral, nosso estudo
apresentou resultados inéditos sobre a expressdo de aquaporinas em
carcinoma mucoepidermédide. A expressao de aquaporinas parece estar
associada ao processo de desenvolvimento/progressdo do carcinoma
mucoepidermdide, onde sugere-se que AQP1 poderia contribuir para o
fornecimento de nutrientes essenciais para sustentar o crescimento do
tumor, AQP3 poderia atuar no metabolismo tumoral, fornecendo energia
pela captagao de glicerol e consequentemente, divisdo e proliferacéo celular

e a AQPS5 poderia estar mais envolvida no processo de diferenciagao celular.



SUMMARY

Stamboni MB. [Evaluation of the expression of aquaporins in
mucoepidermoid carcinoma of the salivary gland]. Sdo Paulo; 2018.

[Tese de Doutorado-Fundacédo Anténio Prudente].

The aquaporins (AQPs) belong to a family of 13 small transmembrane
protein channels, involved in the transport of water and solutes being
fundamental in the physiology of the organism. In the salivary glands,
aquaporins have been considered very relevant for the control of saliva
production and maintenance of the glandular structure, from the organ
morphogenesis processes. However, little is known about the participation of
these proteins in neoplastic processes of these glands. Tumors of salivary
glands comprise a heterogeneous group of lesions, presenting different
histological characteristics and diverse clinical behavior. Mucoepidermoid
carcinoma is the most common malignant tumor of the salivary glands. In
many cases, the histopathological aspects of this tumor resemble those of
the salivary glands, and thus, the participation of the aquaporins in their
structures is investigated, in order to understand the biological relation of the
neoplasia with that of the normal organ. The aim of this work was to evaluate
the expression of AQP1, AQP3 and AQPS5 aquaporins in 24 mucoepidermoid
carcinoma samples by immunohistochemistry. Of the 24 patients evaluated
in this study, 11 were women and 13 men. The median age of the individuals
affected by this lesion was 48.5 years (ranging from 8 to 81 years) and the
most frequently affected site in our sample was the minor salivary gland,
followed by the parotid gland. Considering the immunohistochemistry results,
AQP1 was not expressed in the mucoepidermoid carcinoma, being
expressed in the wall of the blood vessels that permeate the tumor.
Aquaporin AQP3 was expressed in epidermoid and mucous cells in 85.7% of
mucoepidermoid carcinoma cases and AQP5 was expressed in mucous cells

in 60.0% of mucoepidermoid carcinoma cases. There was no association



between the expression of the proteins and the demographic, clinical,
pathological or association of the expression of the aquaporins with each
other. Regarding survival analysis, it was observed that absence of vascular
invasion and absence of relapse were associated with better overall survival
rates. Although not statistically significant, our results suggest that patients
with absence of AQP3 expression and presence of AQP5 expression have a
better overall survival. In general, our study presented original results on the
expression of aquaporins in mucoepidermoid carcinoma. The expression of
aquaporins appears to be associated with the development/progression of
mucoepidermoid carcinoma, where it is suggested that AQP1 might
contribute to the supply of essential nutrients to support tumor growth, AQP3
might act on tumor metabolism, providing energy by uptake of glycerol and
consequently, cell division and proliferation, and AQP5 might be involved in

the process of cell differentiation.
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1  INTRODUCAO

1.1 AQUAPORINAS

Aquaporinas (AQPs) pertencem a uma familia de 13 canais de
proteinas integrais de membrana, caracterizadas por sua permeabilidade a
agua transcelular e que apresentam regulagdo precisa nesse transporte
sendo fundamentais na fisiologia do organismo (AGRE et al. 1993; AGRE
2004; VERKMAN 2005). As membranas celulares sdo compostas de
bicamadas lipidicas e, portanto, sdo quase impermeaveis a agua. No
entanto, muitos processos dependem criticamente da eficiente troca de agua
entre a célula e seu ambiente. As aquaporinas permitem a penetragao
passiva eficiente de moléculas de agua através das membranas celulares
em todos os tecidos, para as quais o balango hidrico é crucial (GROOT e
GRUBMULLER 2005).

Os canais de agua ou aquaporinas sdo amplamente expressos nas
membranas dos epitélios transportadores de fluidos (GRESZ et al. 2001), e
estao distribuidas em varios tecidos, localizados em sua maioria no epitélio,
endotélio e células especializadas como eritrécitos, astrocitos, adipécitos
(VERKMAN 2012; TOMITA et al. 2017).

A familia AQP foi inicialmente dividida em duas subfamilias com base
na sua estrutura proteica e caracteristicas de permeabilidade: AQPs

classicas: permeaveis a agua, mas também aos ions e gases (AQPO, AQP1,



AQP2, AQP4, AQP5, AQP6, AQP8) e aquagliceroporinas: canal de glicerol e
outros solutos além da agua (AQP3, AQP7, AQP9, AQP10). Posteriormente
foi descrita uma terceira subdivisdo, denominada como AQPs n&o-classicas
ou superaquaporinas, de permeabilidade incerta para agua ou glicerol
(AQP11, AQP12) (KRANE et al. 2007; KOZONO et al. 2002; AGRE 2004;
DELPORTE e STEINFIELD 2006; HARA-CHIKUMA e VERKMAN 2006;
YOOL 2007; ROJEC et al. 2008; MUSA-AZIZ et al. 2009; DELPORTE et al.
2016). A sinalizacao especifica da permeabilidade dos poros da membrana
para cada aquaporina ainda permanece a esclarecer: sugeriu-se que
algumas aquaporinas assegurem a regulagdo da permeabilidade de
membrana através da influéncia do pH, regulagcdo hormonal e mudangas na
conformacgao dos poros das AQPs (GONEN e WALZ 2006; DE PAULA et al.
2017).

As aquaporinas formam um homotetrdmero, onde cada mondémero
apresenta seis dominios transmembranicos (hélices a, M1, M2, M4-M6, M8),
duas meias-hélices (M3 e M7) e cinco voltas intracelulares (lagos de
conexao, loops A-E), sendo que as voltas B e E (meias hélices M3 e M7)
apresentam um dominio Asn-Pro-Ala (NPA-asparagina-prolina-alanina) que
esta incorporado na membrana lipidica, formando um poro aquoso, que
contém cadeias laterais polares de asparagina viradas para dentro. Os
motivos NPA atuam como doadores e receptores de hidrogénio e
coordenam o transporte de agua (ou glicerol para as aquagliceroporinas)
através do poro (FU et al. 2000; SUI et al. 2001). Os dominios N- e carboxi-

terminal estado localizados no citoplasma. Cada aquaporina apresenta uma



cadeia unica de 270 aminoacidos e pesa cerca de 30 kDa (KRUSE et al.

2006; VERKMAN et al. 2014). Cada monémero de AQP apresenta um

acesso extracelular e citoplasmatico contendo superficies hidrofilicas e

hidrofébicas, como demonstrado na Figura 1 (SUI et al. 2001).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da estrutura das aquaporinas. As

aquaporinas sao canais iGnicos e de agua responsaveis pela manutencdo i6nica e de

osmolaridade. Sdo compostas por 6 dominios transmembranares, trés algas extracelulares

que garantem a interface com outras proteinas e a formagao do poro funcional, o dominio

NPA, situado entre as algcas B e E, desempenhando um papel crucial na seletividade e

exclusdo de ions. A por¢do N terminal serve como resposta a osmolaridade externa. A

porcdo C terminal, localizada no dominio 6, define as diferentes fungdes de cada

aquaporina.




As aquaporinas regulam diversas fungdes celulares, incluindo
osmolaridade, metabolismo energético, migragcdo, adesao, proliferacéao,
diferenciagao, organogénese, regeneragao e vascularizagao (AGRE et al.
1998; HARA-CHIKUMA e VERKMAN 2006, 2008; ROJEK et al. 2008;
VERKMAN et al. 2008; ISHIBASHI et al. 2009; VERKMAN 2009; DAY et al.
2014). Desempenham um papel importante em estruturas tubulares devido a
sua fungdo na reabsor¢do de agua e no transporte de fluido transepitelial.
Sao encontradas no trato urinario, respiratério, digestivo, sistema nervoso,
cardiovascular, tegumentar, reprodutivo e musculoesquelético (VERKMAN
2012; DAY et al. 2014). Seu papel ja esta bem estabelecido nas estruturas
tubulares dos rins e vem sendo investigada no transporte de fluido em
diversas glandulas como: mamaria, sudoripara, lacrimal, salivar e pancreas
(TRADTRANTIP et al. 2009).

As glandulas salivares sdo glandulas exdcrinas responsaveis pela
producao de saliva. Sao divididas em glandulas salivares maiores: parétida,
submandibular e sublingual (responsaveis por 90% da secreg¢do da saliva) e
pelas glandulas salivares menores distribuidas no interior da cavidade oral.
Sua estrutura é constituida por acinos (seroso e mucoso) e ductos
(intercalar, estriado e excretor) (HOLMBERG e HOFFMAN 2014). As
aquaporinas vém sendo estudadas nas glandulas salivares, por estarem
relacionadas a produgao e distribuigdo da saliva (DELPORTE et al. 2016). A
localizagdo das aquaporinas nas glandulas salivares tem sido descrita em

literatura, como demonstrado resumidamente no Quadro 1.



Quadro 1 - Expressao de aquaporinas nas glandulas salivares

Glandula salivar

Glandula salivar de

Aquaporina h Referéncia
umana camundongos/ratos
GRESZ et al. 2001; WANG
Células acinares, Células mioepiteliais et al. 2003; MOBASHERI e
1 endoteliais e endoteliais MARPLES 2004;
mioepiteliais DELPORTE 2014, DE
PAULA et al. 2017
2 Nao detectada Nao detectada DELPORTE et al. 2016
GRESZ et al. 2001;
Células acinares da Membrana basolateral BEROUKAS et al. 2002;
membrana . , WANG et al. 2003;
3 dos acinos e nas células

basolateral, e em
células ductais

ductais

DELPORTE 2014
YAMAMURA et al 2018;
NAKAMURA et al. 2013

mRNA detectado nas

Membrana basolateral

GRESZ et al. 2001; WANG

4 landulas dos acinos e nas células | et al. 2003; NAKAMURA et
9 ductais al. 2013; AURE et al. 2014
NIELSEN et al. 1997;
5 Células acinares Ductos intercalares GRESZ et al. 2001;
STEINFELD et al. 2001;
WANG et al. 2003
WANG et al. 2003;
6 mRNA detectado nas Células acinares MATSUKI-FUKUSHIMA et
glandulas
al. 2013
Células mioepiteliais e
. (WELLNER et al. 2006;
o | olopasmades | et tesolara | NAKAMURA otal, 2013
ductais TZARTOS et a. 2017)
9 N&o determinado mRNA detectado nas AURE et al. 2014;
glandulas DELPORTE et al. 2016;
11 N&o determinado Nas células ductais LARSEN et al. 2011; AURE

et al. 2014

Estudos sugerem que a expressdo de aquaporinas possa apresentar

um papel importante no desenvolvimento tumoral (VERKMAN et al. 2008;
RIBATTI et al. 2014; PAPADOPOULOS e SAADOUN 2015; XIA et al. 2017).
O papel bioldgico das aquaporinas nos tumores envolve a expansao tumoral
devido ao edema, migragdo de células tumorais, proliferacdo tumoral e
estimulo a angiogénese (PAPADOPOULOS e SAADOUN 2015).

O rapido fluxo de agua através da membrana plasmatica € conduzido

por mudancas na osmolalidade produzida pelo fluxo de ions



transmembranares e despolimerizagdo da actina. Isso explicaria a migragao
celular pelas aquaporinas. Uma segunda explicagdo seria que as células
que migram através do espago extracelular de forma irregular sofrem
mudancas rapidas em seu volume, acompanhadas de mudancas rapidas
nos fluxos de agua transmembrana (PAPADOPOQULOS et al. 2008).

Desta forma, a migragéao celular facilitada por AQP para diferentes
tipos de células sugere que a sua expressdo em células tumorais pode
aumentar a invasao tumoral local e a capacidade metastatica das células
tumorais através da transposicao de barreiras endoteliais microvasculares
(HU e VERKMAN 2006) sugerindo a inibicdo de AQP como uma nova
terapia antitumoral (VERKMAN et al. 2008).

Diversos estudos tém demonstrado a expressdao de aquaporinas em
diferentes tipos tumorais (VERKMAN et al. 2008; RIBATTI et al. 2014;
PAPADOPOULOS e SAADOUN 2015; XIA et al. 2017). (Quadro 2).
Contudo, em tumores de glandula salivar, a expressao das aquaporinas

ainda nao esta esclarecida.



Quadro 2 - Expressao das aquaporinas em diferentes tipos tumorais

TUMOR AQUAPORINAS REFERENCIA
4 5 7
JUNG et al. 2011; SHI et al. 2012; LEE et al.
Mama X X 2014; WANG et al. 2015; SATOOKA e HARA
CHIKUMA 2016
Colangiocarcinoma Ll etal. 2017
MOON et al. 2003; KANG et al. 2008; WANG
Colorretal X et al. 2012; YOSHIDA et al. 2013;
Colo do utero X CHEN R et al. 2014; ZHANG et al. 2012
SAADOUN et al. 2002; MCCQY e
Cérebro X X SONTHEIMER 2007; FOSSDAL et al. 2012;
MAUGERI et al. 2016
Hemangioblastoma CHEN et al. 2006
Préstata PARK e YOON 2017
Leucemia X CHAE et al. 2008a
Figado X GUO et al. 2013; JABLONSKI et al. 2007
= YUN et al. 2016; HOU et al. 2016; JO et al.
Pulmao X
2016
Meningeoma X WANG et al. 2011
Nasofaringe X LIU et al. 2013
Ovério X X YANG et al. 2011aeb
Pele NIU et al. 2012
Gastrico X X WATANABE et al. 2009; CHEN J et al. 2014
Tiredide X X NIU et al. 2012
Lingua X ISHIMOTO et al. 2012
Pancreas X X DELPORTE 2014
Glandula Salivar X NIU et al. 2012; ISHIMOTO et al. 2012;
SHAO et al. 2011; TAN et al. 2014




1.2 TUMORES DE GLANDULA SALIVAR

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo e amplo de lesbes, apresentando diferentes caracteristicas
histolégicas e comportamento clinico diverso levando a dificuldades para
uma classificagdo universal e para o diagnéstico de algumas neoplasias
(VASCONCELOS et al. 2016; GOEL et al. 2017; BADLANI et al. 2018).

Os tumores de glandula salivar s&o classificados em benignos
(adenoma pleomorfico, mioepitelioma, adenoma de células basais, tumor de
Warthin, entre outros) e malignos (carcinoma mucoepidermdide, carcinoma
adendide-cistico, adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, adenocarcinoma
de células basais, carcinoma de células acinares, carcinoma ex-adenoma
pleomoérfico, carcinoma mioepitelial, entre outros) e correspondem a cerca
de 3% dos tumores de cabeca e pescogo (LOYOLA et al. 1995; LIMA et al.
2005; VASCONCELOS et al. 2016).

As glandulas salivares maiores representam os sitios anatémicos
mais comumente afetados pelas neoplasias salivares, sejam elas de carater
benigno ou maligno, especialmente a glandula parétida (64-80%) (RAPIDIS
et al. 2007; OLIVEIRA et al. 2009), e quando acometem as glandulas
salivares menores, o palato é o sitio mais comum (DOSSANI et al. 2014;
GOEL et al. 2017), seguido da glandula submandibular, enquanto que as
glandulas sublinguais sdo as menos acometidas (HOCWALD et al. 2001;
OLIVEIRA et al. 2009). As neoplasias malignas correspondem a 23% das

neoplasias salivares e, geralmente, surgem a partir da sexta e sétima



década de vida, principalmente no sexo feminino (VARGAS et al. 2002;
LIMA et al. 2005).

O tratamento para os tumores de glandula salivar consiste em
remogao cirurgica na grande maioria dos casos. Radioterapia pds-operatoria
tem sido utilizada para melhorar o controle local da doenca e aumentar as
taxas de sobrevida para pacientes com tumores de alto grau, com margens
cirargicas positivas ou com infiltragdo perineural. O papel da quimioterapia
como tratamento para estes tumores é limitado e os resultados controversos
(HOCWALD et al. 2001; MILANO et al. 2007; ANDRY et al. 2012; GOEL et

al. 2017).

1.2.1 Carcinoma mucoepidermoéide (MEC)

O carcinoma mucoepiderméide (MEC) é o tumor maligno mais
comum das glandulas salivares, compreendendo aproximadamente 10-15%
de todas as neoplasias de glandulas salivares e cerca de 30% dos tumores
malignos (SPEIGHT e BARRET 2002; GOEL et al. 2017). Esse tumor deriva
do ducto excretor das glandulas salivares e é composto por células
mucosas, intermediarias e epidermodides em combinacdes variadas. Os
locais anatémicos mais acometidos pelo MEC sao: glandula parétida (80%),
glandula submandibular (13%) e glandula sublingual (3%) (BRANDWEIN et
al. 2001; MCHUGH et al. 2012; COCA-PELAZ et al. 2015).

O grau histolégico € de importancia prognédstica e baseia-se na

formagao arquitetural, caracteristicas citoldgicas, presenga de invasao
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perineural e presenca de necrose (GOODE et al. 1998; BRANDWEIN et al.

2001) e pode ser classificado em:

. Carcinoma mucoepidermdide de baixo grau
. Carcinoma mucoepidermdide de grau intermediario
. Carcinoma mucoepidermoide de alto grau (GOODE et al. 1998;

BRANDWEIN et al. 2001).

O Carcinoma Mucoepidermoéide de baixo grau sugere uma
expectativa clinica de baixo risco, e, quase sempre, é tratado apenas pela
cirurgia, sendo a metastase linfonodal rara (SEETHALA 2009). A taxa de
sobrevida global em 5 anos é de 90 a 100% (GOODE et al. 1998; RAPIDIS
et al. 2007).

Os tumores de baixo grau geralmente desenvolvem um padrdo de
células escamosas bem circunscritas, contendo numerosas células claras,
algumas das quais contém mucina intracitoplasmatica e presenca de
espacos cisticos. Atipia nuclear, atividade mitética, infiltragdo e padrdo de
crescimento nao sao caracteristicas de tumores de baixo grau
(BRANDWEIN et al. 2001).

O Carcinoma Mucoepiderméide de grau intermediario apresenta
um padrao menos cistico, com formas grandes, mais irregulares e folhas de
células escamosas e, muitas vezes, tem uma populagcdo de células
intermediarias mais proeminentes, um menor grau de atipia nuclear e
atividade mitotica pode estar presente e um componente infiltrativo pode ser
notado (BRANDWEIN et al. 2001). Devido ao comportamento biolégico

incerto, torna-se dificil o estabelecimento de um protocolo de tratamento,
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sugerindo-se que seja tratado como um carcinoma de alto grau (ARO et al.
2008).

O Carcinoma Mucoepidermdide de alto grau é predominantemente
sélido, com graus de atipia semelhante ao carcinoma de células escamosas.
Sao tumores infiltrativos com escassa produg¢ao de mucina (BRANDWEIN et
al. 2001).

Os carcinomas de alto grau necessitam de tratamento adjuvante e
dissecgéo do pescogo por sua agressividade ou quando a margem cirurgica
€ incerta e/ou com linfonodo positivo (BRANDWEIN et al. 2001). Apresenta
uma sobrevida de 3 meses a 2 anos (HICKS e FLAITZ 2000; RAPIDIS et al.
2007). Metastase em linfonodo € comum no MEC de alto grau e esta
associada a um pior prognéstico (CHEN et al. 2013).

A diversidade morfologica e a raridade dos tumores de glandula
salivar sdo um grande desafio para os patologistas, sendo o diagndstico
baseado na coloragdo HE (hematoxilina-eosina), o padrao ouro utilizado na
patologia das glandulas salivares (SPEIGHT e BARRET 2002). No auxilio ao
diagndstico entre lesbes benignas, baixo grau ou alto grau histolégico de
malignidade, tém sido usada a técnica de imunoistoquimica (LUUKKAA et al.
2006; SCHNEIDER et al. 2014). Recentes estudos mostram que Ki-67, beta
catenina, ciclina A e CEA, tem um potencial para distinguir a lesdo benigna
da maligna (NAGAO et al. 1998; LUUKKAA et al. 2006, SCHNEIDER et al.
2014). O MEC também expressa uma proporc¢ao variavel de mucinas, sendo
essa expressao associada ao grau histoldgico, recorréncia e metastase

(ALOS et al. 2005).
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Considerando a expressdao das aquaporinas, poucos estudos tém

abordado esse tépico nos tumores de glandula salivar (Quadro 3).

Quadro 3 - Expressao das aquaporinas em tumores de glandulas salivares

Tipo de tumor

AQP

Referéncia

Carcinoma adendide cistico

3eb

ISHIMOTO et al. 2012

SHAOQ et al. 2011

1 TAN et al. 2014

3 NIU et al. 2012

Carcinoma Mucoepidermoide 3 NIU et al. 2012
Carcinoma de Células Acinares 3 NIU et al. 2012
Carcinoma Ductal 3 NIU et al. 2012
Adenoma Pleomérfico 3 NIU et al. 2012
Tumor de Warthin 3 NIU et al. 2012

ISHIMOTO et al. (2012), estudaram a expressdo de AQP3 e AQP5 no

carcinoma epidermoide de lingua e no carcinoma adenoide cistico e

observaram superexpressao no carcinoma epidermoide e auséncia de

expressdo carcinoma adenoide cistico. TAN et al. (2014), avaliando o

carcinoma adenoide cistico, observaram superexpressdo do mRNA de

AQP1. NIU et al. (2012), avaliaram a expressao de AQP3 em diversos

tecidos neoplasicos, incluindo os tumores de glandulas salivares: adenoma

pleomoérfico, tumor de Warthin, carcinoma ductal, carcinoma de células

acinares, carcinoma mucoepidermoide (MEC) e carcinoma adenoide cistico

observando positividade dessa aquaporina nesses tipos tumorais.

1.3 JUSTIFICATIVA
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O carcinoma mucoepidermodide € o tumor maligno mais comum das
glandulas salivares. O grau histolégico e o sitio anatbmico sédo de
importancia progndstica e terapéutica, sendo a ocorréncia de metastase um
indicador de mau prognéstico. As aquaporinas, além de seu papel no
transporte de agua e solutos, também s&o associadas aos processos de
migragdo celular, angiogénese, regeneragdo tecidual e cicatrizacdo de
feridas. Recentes estudos tém demonstrado expressdo alterada das
aquaporinas em diversos tumores. Contudo, poucos estudos tém avaliado o
papel das aquaporinas no desenvolvimento/progressao dos tumores de
glandula salivar. Assim, a identificacdo de um perfil de expressao de
aquaporinas em carcinoma mucoepidermdide e associacdo com
caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas poderiam nao sé
proporcionar um melhor entendimento das bases moleculares destas lesdes
como também fornecer evidéncias para a determinacdo de fatores

progndsticos para esses tumores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo da expressdo de aquaporinas em amostras de carcinoma

mucoepidermdide de glandula salivar

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a expressdo das aquaporinas AQP1, AQP3 e AQP5 em

amostras de carcinoma mucoepidermoide de glandula salivar.

v Associar a expressdao das aquaporinas com as caracteristicas

demograficas, clinicas e patoldgicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo retrospectivo, onde foram selecionadas 24
amostras de carcinoma mucoepidermoéide e 3 amostras de glandulas salivar
histologicamente normais provenientes dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center. Todos os espécimes
utilizados neste estudo foram provenientes de pacientes submetidos a
cirurgia no A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 1985 a 2004. Foram
incluidos neste estudo os casos que apresentaram blocos de parafina com
material satisfatorio no arquivo do Departamento de Anatomia Patolégica e
com confirmagéo do diagndstico revista por um patologista. Foram excluidos
pacientes que foram submetidos a tratamento prévio. Dados demogréficos,
clinicos e patolégicos de cada caso foram estudados nos prontuarios
arquivados no SAME do A.C.Camargo Cancer Center.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
A.C.Camargo Cancer Center em 19 de setembro de 2017 (protocolo n°

2433/17) (Anexo 1).
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3.2 IMUNOISTOQUIMICA

Os blocos de parafina dos casos selecionados para a analise de
expressdo de aquaporinas foram separados e cortes histoldgicos desse
material, com 3um de espessura foram utilizados para a realizacdo da
técnica de imunoistoquimica.

Os espécimes preparados foram desparafinizados em 3 banhos de xilol
por 5 minutos. O tecido foi re-hidratado em etanol e agua e os espécimes
lavados em agua.

A recuperagdo antigénica foi realizada de acordo com a padronizagao
de cada anticorpo primario conforme descricdo no Quadro 4. Seguiu-se com
o bloqueio da peroxidase endogena em solugédo de peroxido de hidrogénio
(3 banhos de 5 minutos) e em seguida foi feito o bloqueio de proteinas
inespecificas utilizando-se a solugédo Protein Block (Spinger) por 30 minutos.
Os espécimes foram entdo incubados por 16 horas a 4°C com o anticorpo
especifico.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de
deteccdo Advance (Dako). A revelagao foi feita utilizando-se como substrato
cromoégeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contracoloragao foi realizada
utilizando-se a hematoxilina. Todas as reagdes foram acompanhadas de um
controle, em tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado. As
reacbes foram analisadas em microscopio convencional e os dados

estudados de forma descritiva e semiquantitativa.
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Na analise semi-quantitativa foi considerado o seguinte escore,
baseado no numero de células e intensidade de marcacéo: 0, negativo
(quando até 10% das células estdo marcadas); 1, positivo (mais de 10% das
células marcadas) (Adaptado de CHAE et al. 2008b). Na analise descritiva
foi avaliada a localizagdo da marcagao (nucleo, citoplasma, membrana) e o

padrao de marcacéao (difuso, focal).

Quadro 4 - Anticorpos primarios, clones e procedéncia

Soro N L Recuperacéo Controle Padréo de
P Clone Procedéncia | Diluicédo A o ~
primario antigénica positivo marcagao
Citrato pH 6,0,
AQP1 1/22 Abcam 1:1000 panela de Pancreas Membrana
presséo 15’
Citrato pH 6,0,
AQP3 Policlonal Abcam 1:1000 panela de Rim Membrana
presséo 15’
Citrato pH 6,0, Glandula
AQP5 EPR3747 Abcam 1:1000 panela de . Membrana
~ , salivar
pressao 15

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de associacdo entre a expressao das proteinas e as
caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas foi realizada por meio do
teste qui-quadrado ou exato de Fisher quando apropriado. As curvas de
sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e a comparagao
entre as curvas foi avaliada pelo teste de log-rank. As analises foram
realizadas utilizando-se o software SPSS e o nivel de significancia adotado

foi de 5% para todos os testes.
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Foram avaliadas 24 amostras de pacientes diagnosticados como
carcinoma mucoepidermoide de glandula salivar. Imagens histopatologicas
representativas de alguns tumores selecionados podem ser observadas na

Figura 2.
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Figura 2 - Aspectos histolégicos do carcinoma mucoepidermédide. A e B,
carcinoma mucoepidermdide com os elementos classicos: células mucosas, intermediarias
e epidermdides (magnificagdo original x100 e x200, respectivamente); C, lago mucoso
circundado por células mucosas (magnificagdo original x250); D, detalhe das células
mucosas do carcinoma mucoepidermoide (magnificacdo original x 400); E e F, lago mucoso
no carcinoma mucoepiderméide circundado por células mucosas, intermediarias e
epidermdides (magnificacao original x400); G e H, carcinoma mucoepidermoide com area
predominantemente composta por células intermediarias e epiderméides (magnificagao

orginal x250 e x400, respectivamente).
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4.1.1 Dados Demograficos, Clinicos e Patologicos

Os dados demograficos, clinicos e patoldgicos coletados estao
descritos na Tabela 1. Os dados mostraram que dos 24 individuos com MEC
11 eram mulheres e 13 homens. A média de idade dos individuos
acometidos por esta lesédo foi de 45 anos (8-81 anos), sendo 41 anos (8-75
anos) no sexo masculino e 47 anos (14-81 anos) no sexo feminino. O local
mais frequentemente acometido nessa casuistica foi a glandula salivar

menor, seguido pela parétida.



Tabela 1 - Caracteristicas demograficas,

pacientes com carcinoma mucoepidermoide

21

clinicas e patologicas dos

Caracteristica Categoria Nimero de pacientes (%)
Sexo Masculino 13 (54,0)
Feminino 11 (46,0)
Raca Branca 22 (91,7)
N&o branca 2(8,3)
Idade Média* 45 anos
Mediana* 48,5 anos
Localizagao Parotida 9 (37,5)
Sublingual 1(4,2)
Glandula salivar menor 14 (58,3)
Grau histoldgico Alto 7 (29,2)
Intermediario 4 (16,6)
Baixo 12 (50,0)
nd** 1(4,2)
Embolizacdo vascular Sim 3(12,5)
Nao 15 (62,5)
nd 6 (25,0)
Infiltrac&o perineural Sim 6 (25,0)
Nao 13 (54,2)
nd 5(20,8)
Linfonodo comprometido Sim 10 (41,7)
Nao 6 (25,0)
nd 8 (33,3)
Recidiva Sim 6 (25,0)
Nao 13 (54,2)
nd 5 (20,8)
Metastase Sim 5 (20,8)
Nao 14 (58,4)
nd 5 (20,8)
Estado atual Vivo 12 (50,0)
Morto por cancer 8 (33,3)
Morto por outras causas 3(12,5)
nd 1(4,2)

* para a variavel idade foi calculada a média e a mediana, nao descrevendo a quantidade dos casos da casuistica

** nd, informagéo nao disponivel
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4.2 IMUNOISTOQUIMICA

As reacbes imunoistoquimicas foram realizadas para as proteinas
aquaporinas: AQP1 (21 amostras), AQP3 (21 amostras) e AQP5 (20
amostras).

A AQP1 ndo foi expressa no carcinoma mucoepiderméide, sendo
expressa na parede dos vasos sanguineos que permeavam o tumor. Na
glandula salivar histologicamente normal a AQP1 também foi expressa nos
vasos sanguineos (Figura 3 e Tabela 2).

A AQP3 foi expressa, na membrana, nas células epidermdides e
mucosas do carcinoma mucoepidermoide. Nas glandulas salivares
histologicamente normais a AQP3 foi expressa nas células mioepiteliais e
ductais (Figura 3 e Tabela 2).

A AQPS5 foi expressa, na membrana, nas células mucosas do
carcinoma mucoepidermoéide. Nas glandulas salivares histologicamente

normais a AQPS foi expressa nas estruturas acinares (Figura 3 e Tabela 2).
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Figura 3 — Expressao das aquaporinas em carcinoma mucoepidermoide. A,
B, C, expressao da aquaporina-1 (AQP1) nas células endoteliais dos vasos sanguineos que
irrigam a neoplasia. A AQP1 nao foi detectada no parénquima tumoral; D, glandula salivar
normal: presenca de AQP1 na complexa rede de vasos que irriga a glandula; E, F, G,
Expressdo da aquaporina-3 (AQP3) nas membranas das células mucosas, intermediarias e
epidermoides da neoplasia; H1, expressao de AQP3 em todas as camadas do epitélio
normal da mucosa oral; H2, expressdo de AQP3 nas células mucosas dos acinos na
glandula salivar normal e algumas células ductais; |, J, K, Presengca da aquaporina-5
(AQP5) nas ceélulas mucosas e em poucas células intermediarias do carcinoma
mucoepidermoéide; L, expressdo de AQPS5 nas membranas das células acinares na glandula

salivar normal.
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Tabela 2- Imunoexpressdo das proteinas aquaporinas em amostras de
carcinoma mucoepidermoide

Total de

Proteina Positivo Negativo amostras
(Nimero/%)*

AQP1 0(0,0) 21(100,0) 21 (100,0)

AQP3 18 (85,7) 3(14,3) 21(100,0)

AQP5 12 (60,0) 8 (40,0) 20 (100,0)

*, o valor total de amostras pode variar de acordo com a disponibilidade de material para a realizagéo da técnica de

imunoistoquimica

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Considerando a proteina AQP1, ndo foi realizada analise estatistica,
pois nao foi observada expressado dessa proteina nas células tumorais em
nenhum dos casos.

Para as proteinas AQP3 e AQP5 nado foi observada nenhuma
associagdo estatisticamente  significativa com as caracteristicas
demograficas, clinicas e patoldgicas (Tabelas 3 e 4).

Comparando-se a expressado das proteinas AQP3 e AQPS5 entre si,
também n&o foi observada associacdo estatisticamente significativa

(p>0,999).
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Tabela 3 - Associagcao da expressao da proteina AQP3 com caracteristicas
demograficas, clinicas e patologicas em amostras de carcinoma
mucoepidermaoide

Expressdo AQP3
(Ndmero de casos/%)

Caracteristica Categoria Negativo Positivo Total Valor de p

Sexo Masculino 2(18,2) 9 (81,8) 11 (100,0)
>0,999

Feminino 1(10,0) 9 (90,0) 10 (100,0)

Raca Branca 2(10,0) 18 (90,0) 20 (100,0)
0,143

N3o branca 1 (100,0) 0(0,0) 1 (100,0)

Idade* <= 40 anos 1(14,3) 6 (85,7) 7 (100,0)
>0,999

> 40 anos 2 (14,3) 12 (85,7) 14 (100,0)

Localizagéo Parétida 1(16,6) 5(83,4) 6 (100,0)
Sublingual 1 (100,0) 0 (0,0) 1 (100,0) 0,089

Glandula salivar 1(7,2) 13 (92,8) 14 (100,0)

menor
Grau

histologico Alto 2(28,6) 5(71,4) 7 (100,0)
Intermediario 0(0,0) 4 (100,0) 4 (100,0) 0,558

Baixo 1(11,1) 8 (88,9) 9 (100,0)

E”\“/Zg::'jf‘;ao Nao 2 (14,3) 12 (85,7) 14 (100,0)
>0,999

Sim 0 (0,0) 3(100,0) 3(100,0)

Invasdo Nao 2 (16,6) 10 (83,4) 12 (100,0)
perineural 0,529

Sim 0 (0,0) 6 (100,0) 6 (100,0)

Linfonodo Nao 1(20,0) 4(80,0) 5(100,0)
comprometido >0 999

Sim 1(10,0) 9 (90,0) 10 (100,0)
Recidiva NETS 3(27,3) 8 (72,7) 11 (100,0) 0,515

Sim 0 (0,0) 6 (100,0) 6 (100,0)
Metastase Nao 2(16,7) 10 (83,3) 12 (100,0) >0,999

Sim 1(20,0) 4 (80,0) 5 (100,0)

* para fins de analise estatistica a variavel idade foi classificada em 2 categorias
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Tabela 4 - Associagcao da expressao da proteina AQPS5 com caracteristicas
demograficas, clinicas e patologicas em amostras de carcinoma
mucoepidermaoide

Expressdo AQP5
(Namero de casos/%)

Caracteristica Categoria Negativo Positivo Total Valor de p

Sexo Masculino 6 (50,0) 6 (50,0) 12 (100,0)
0,373

Feminino 2 (25,0) 6 (75,0) 8 (100,0)

Raga Branca 8 (42,1) 11 (57,9) 19 (100,0)
>0,999

N3o branca 0(0,0) 1(100,0) 1 (100,0)

Idade* <= 40 anos 2 (28,6) 5(71,4) 7 (100,0)
0,642

> 40 anos 6 (46,2) 7 (53,8) 13 (100,0)

Localizagéo Parétida 3(42,8) 4 (57,2) 7 (100,0)
Sublingual 1 (100,0) 0(0,0) 1 (100,0) >0,999

Glandula salivar menor 5(38,4) 8 (61,6) 13 (100,0

Grau

histoldgico Alto 3 (50,0) 3 (50,0) 6 (100,0)
Intermediario 2 (50,0) 2 (50,0) 4 (100,0) 0,850

Baixo 3(33,4) 6 (66,6) 9 (100,0)

Embolizagao N3o 6 (46,2) 7 (53,8) 13 (100,0)
vascular 0,250

Sim 0(0,0) 3(100,0) 3(100,0)

Invasao N&o 3(27,3) 8 (72,7) 11 (100,0)
perineural 0,162

Sim 4 (66,6) 2(33,4) 6 (100,0)

Linfonodo N&o 1(25,0) 3 (75,0) 4 (100,0)
comprometido 0.406

Sim 5 (50,0) 5 (50,0) 10 (100,0)
Recidiva No 3(33,3) 6 (66,7) 9 (100,0) >0,999

Sim 2(33,3) 4 (66,7) 6 (100,0)
Metéstase Nao 3(30,0) 7 (70,0) 10 (100,0) 0,329

Sim 3 (60,0) 2 (40,0) 5(100,0)

* para fins de analise estatistica a variavel idade foi classificada em 2 categorias

Considerando-se a analise de sobrevida, foi observado que auséncia
de invasao vascular e auséncia de recidiva estavam associadas a melhores

taxas de sobrevida global (Tabela 5; Figuras 4 e 5).
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Tabela 5 - Taxas de sobrevida global (SG) em pacientes com carcinoma

mucoepidermaoide

Caracteristica Categoria n SG (5 anos) %

Sexo Masculino 12 61,1
Feminino 11 61,4

Raca Branca 21 57,3
N&o branca 2 100,0

Idade* <=40 anos 8 83,3

> 40 anos 15 50,3

Localizacéo Parétida 8 62,5
Sublingual 1 100,0

Glandula salivar menor 14 57,9

Grau histoldgico Alto 7 42,9
Intermediario 4 100,0

Baixo 11 70,7

Embolizac&o vascular Néo 15 69,2
Sim 3 33,3

Invaséo perineural Nao 13 64,8
Sim 6 40,0

Linfonodo comprometido Nao 6 60,0
Sim 10 41,7

Recidiva Nao 13 74,6

Sim 6 16,7

Metastase Nao 14 68,8

Sim 5 20,0

AQP3 Negativo 3 100,0
Positivo 18 49,0

AQP5 Negativo 8 52,5
Positivo 11 61,4

* para fins de analise estatistica a variavel idade foi classificada em 2 categorias
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Figura 4 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermoide com presenca ou auséncia de invasao vascular. A taxa de

sobrevida global em 5 anos foi de 69,2% para pacientes sem invasao vascular e 33,3% para

pacientes com invasé&o vascular (p= 0,047).
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Figura 5 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermoide com ou sem recidiva. A taxa de sobrevida global em 5 anos foi de

74,6% para pacientes sem recidiva e 16,7% para pacientes com recidiva (p= 0,018).

Considerando a presenca ou auséncia de linfonodos comprometidos,
ocorréncia de metastase e diferentes graus histolégicos, foi observada
diferengca nas taxas de sobrevida global dos pacientes. Contudo, esses
resultados n&o apresentaram significancia estatistica (p=0,479, p=0,073 e

p=0,297, respectivamente) (Tabela 5; Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 6 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermdide positivos ou negativos para linfonodo comprometido. A taxa

de sobrevida global em 5 anos foi de 60,0% para pacientes sem linfonodos comprometidos

e 41,7% para pacientes com linfonodos comprometidos (p=0,479).
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Figura 7 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermdide com ou sem metastase. A taxa de sobrevida global em 5 anos foi

de 68,8% para sem metastase e 20,0% para pacientes com metastase (p=0,073).
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Figura 8 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mugpepidermoide com diferentes graus histologicos. A taxa de sobrevida global

em 5 anos foi de 76;7% paraipacientes;gom tumases de baixo grau higtologico 100,0% para
pacientes com tumores de grau interfizagiério e 42,9% para pacientes com tumores de alto

grau (p=0,297).

Considerando a proteina AQP3, foi observado que a taxa de
sobrevida global em 5 anos foi 100,0% para pacientes sem expressao da
proteina e 49,0% para pacientes com expressao da proteina. Contudo, esse
resultado ndo apresenta significAncia estatistica (p=0,153) (Tabela 5; Figura
9).

Com relagao a proteina AQPS5, foi observado que a taxa de sobrevida
global em 5 anos foi 52,5% para pacientes sem expressao da proteina e
61,4% para pacientes com expressao da proteina. Contudo, esse resultado

nao apresenta significancia estatistica (p=0,574) (Tabela 5; Figura 10).
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Figura 9 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermoide positivos ou negativos para a expressdo da proteina

AQP3. A taxa de sobrevida global em 5 anos foi de 100,0% para pacientes negativos para

AQP3 e de 49,0% para pacientes positivos para AQP3 (p=0,153).
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Figura 10 - Curva de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermdide positivos ou negativos para a expressao da proteina

AQP5. A taxa de sobrevida global em 5 anos foi de 52,5% para pacientes negativos para
AQPS5 e de 61,4% para pacientes positivos para AQP5 (p= 0,574).
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5 DISCUSSAO

As aquaporinas (AQPs) sao proteinas transmembréanicas envolvidas
no controle do movimento de agua transcelular e transepitelial, transporte de
fluidos e migracao celular. Seu papel tem sido estudado nas glandulas
salivares humanas (GRESZ et al. 2001; DE PAULA et al. 2017) e alteragdes
na sua fungdo podem contribuir para a disfungdo da glandula salivar
observada na Sindrome de Sjégren primaria, uma doencga crbénica autoimune
que destrdi as glandulas salivares, diminuindo o fluxo salivar (BEROUKAS et
al. 2002; TZARTOS et al. 2017). Contudo, pouco se sabe sobre o papel das
aquaporinas nos tumores malignos de glandula salivar (NIU et al. 2012;
ISHIMOTO et al. 2012; TAN et al. 2014).

O carcinoma mucoepidermdide (MEC) é o tumor maligno mais
comum das glandulas salivares. E composto por combinacdes de células
mucosas, intermediarias e epiderméides (MCHUGH et al. 2012; COCA-
PELAZ et al. 2015). O diagnéstico do carcinoma mucoepiderméide
representa um grande desafio devido a sua diversidade morfologica. O
comportamento bioldgico incerto, diante da graduacao histoldgica (baixo,
intermediario e alto grau) também representa um desafio para a proposta
terapéutica e que pode implicar na implementacdo de um tratamento
agressivo para tumores que apresentariam um comportamento mais

indolente (SEETHALA 2009; KATABI et al. 2014).
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A determinagdo de quais aquaporinas estido presentes na glandula
salivar normal € o primeiro passo para se compreender sua atividade no
desenvolvimento de tumores. A localizagdao das AQPs para os tipos de
células da glandula é necessaria para revelar sua relevancia fisioldgica
(AURE et al. 2014). De uma forma geral, as AQPs 1, 3 e 5 estado presentes
nas glandulas salivares e em todas as fases do desenvolvimento e podem
estar relacionadas com a regulagdo do volume celular, transporte
transepitelial, proliferacdo, morte celular durante o desenvolvimento das
glandulas salivares (GRESZ et al. 2001; LARSEN et al. 2009; LARSEN et al.
2011; DE PAULA et al. 2017).

Em nosso estudo, a AQP1 foi observada nas células endoteliais dos
vasos que permeiam o carcinoma mucoepidermoide e na rede de vasos que
irriga a glandula salivar histologicamente normal. DE PAULA et al. (2017)
demonstraram a expressdo de AQP1 nas células acinares, como também
em capilares e supostas células mioepiteliais. Em contraste, outros estudos
em glandulas humanas adultas, mostraram AQP1 em células mioepiteliais
em torno de acinos e ductos intercalares (GRESZ et al. 2001; BEROUKAS
et al. 2002). A presenca da AQP1 nas células endoteliais dos vasos
sanguineos e células mioepiteliais sugerem que a expressdao de AQP1
possa ser importante para o transporte de agua dos vasos sanguineos para
a glandula salivar, ajudando na formagao do futuro fluido salivar (DE PAULA
et al. 2017).

Tem havido um crescente reconhecimento de que os canais idnicos e

os transportadores estdo relacionados com a neovascularizagao através da
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mediacao da ativagao, proliferagdo, migragao e diferenciagdo de células
endoteliais (PREVARSKAYA et al. 2010; BECCHETTI 2011; TOMITA et al.
2017). A AQP1 pode desempenhar um papel importante na interface entre o
microambiente tumoral e as células tumorais (TOMITA et al. 2017). CLAPP e
ESCALERA (2006), propuseram que a permeabilidade aumentada dos
vasos, facilitada pela AQP1, aumenta o transporte celular de agua e inicia a
cascata angiogénica, isso € suportado pelo fato que a inibicdo de AQP1
promove uma falha na angiogénese (NICO e RIBATTI 2010).

O aumento da expressao de AQP1 foi associada a pior prognéstico
em cancer de mama (QIN et al. 2016), cancer de pulméo (WEI e DONG
2015; YUN et al. 2016), cancer de célon (YOSHIDA et al. 2013) e cancer de
préostata (PARK e YOON 2017). No carcinoma adenoide cistico (CAC), TAN
et al. (2014) observaram hipometilagdo na regido promotora do gene que
codifica a AQP1 e hiperexpressao do RNA mensageiro. A hipermetilagao de
AQP1 esta associada a melhor sobrevida. Contudo, a expressdo de AQP1
nao foi associada ao prognéstico dos pacientes. Em estudo prévio do
mesmo grupo, foi demonstrado hiperexpressdao de AQP1 também por
imunoistoquimica, sendo observada expressao forte e consistente de AQP1
em todas as amostras avaliadas. Também foi demonstrado que o
silenciamento de AQP1 inibe o crescimento das células tumorais, sugerindo
que AQP1 poderia representar um potencial alvo terapéutico (SHAO et al.
2011).

Em nosso estudo, a AQP3 foi expressa nas células epidermdides e

mucosas do carcinoma mucoepidermoide. Nas glandulas salivares
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histologicamente normais a AQP3 foi expressa nas células mioepiteliais e
ductais. Nas glandulas salivares em desenvolvimento, DE PAULA et al.
(2017) observaram a expressédo de AQP3 na membrana basolateral dos
acinos serosos e mucosos, onde desempenha um papel especifico no
desenvolvimento da glandula salivar e na secregao fluida. Essa expresséao
de AQP3 também é observada na fase adulta da glandula salivar (GRESZ et
al. 2001; BEROUKAS et al. 2002; WANG et al. 2003; DELPORTE 2014).
ICHIYAMA et al. (2018), também observaram expressdao de AQP3 na
membrana basolateral das células acinares e em células ductais em
glandulas salivares menores.

Na literatura, ndao foi observada a expressao de AQP3 nas células
mioepiteliais, somente expressdo de AQP1 (GRESZ et al. 2001;
BEROUKAS et al. 2002). Apesar da principal fungado da célula mioepitelial
ser contratil, argumenta-se que a alta permeabilidade da membrana a agua
poderia contribuir para que a presenca das células mioepiteliais nos acinos
nao constituam uma barreira para o fluxo de agua nos espagos
intercelulares laterais (GRESZ et al. 2001).

Estudos tém sugerido que expressao de AQP3 esta associada aos
processos de migracao, proliferagdo e invasao no cancer (MARLAR et al.
2017). HARA-CHIKUMA e VERKMAN (2008a) observaram que a
hiperexpressao de AQP3 facilita a proliferacdo celular em cultura de
queratinécitos humanos. HUANG et al. (2017), demonstraram que a
hiperexpressao de AQP3 pode promover o desenvolvimento do

adenocarcinoma ductal de pancreas. A hiperexpressdo de AQP3 em
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carcinoma epidermoide de eséfago foi associada a progressao do tumor e
prognéstico (KUSAYAMA et al. 2011).

Em carcinoma oral de células escamosas (SCC), MATSUO e
KAUANO (2014) demonstraram que a expressdao de AQP3 é um fator
prognéstico independente para metastase linfatica. Nesse caso, a
diminuicdo da expressao de AQP3 estd associada a um comportamento
mais agressivo do tumor, sugerindo que a AQP3 esteja associada ao
processo de diferenciacao celular e nao proliferacao celular. BREYER et al.
(2017), demonstraram que a perda de AQP3 foi associada ao pior
progndéstico em pacientes com carcinoma urotelial de bexiga.

No nosso estudo observamos que os pacientes sem expressao de
AQP3 apresentaram uma melhor sobrevida. Contudo, esses resultados nao
apresentaram significancia estatistica. NIU et al. (2012) também observaram
expressao de AQP3 em carcinoma mucoepidermdide e em outros tumores
de glandula salivar, embora ndo tenham observado associacdo com
caracteristicas clinicas. Ja ISHIMOTO et al. (2012), ndo observaram
expressao de AQP3 no carcinoma adenoide cistico em contraste com NIU et
al. (2012) que observaram positividade de AQP3 nesses tumores. Cabe
ressaltar que o estudo de NIU et al. (2012) avaliaram somente 7 casos de
carcinoma mucoepidermoide.

NIU et al. (2012) discutem que a maioria dos tumores com alta
expressao de AQP3 também expressavam AQP3 nos tecidos normais,
sugerindo que o metabolismo da agua via AQP3 seria mantido durante o

processo de transformacao neoplasica na maioria dos tecidos humanos.
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Dessa forma, AQP3 nao representaria um marcador especifico para
neoplasias epiteliais benignas ou malignas, limitando assim, seu uso como
marcador diagnéstico.

Em nosso estudo, a AQP5 foi expressa nas células mucosas do
carcinoma mucoepidermoide. Nas glandulas salivares histologicamente
normais a AQP5 foi expressa nas estruturas acinares, corroborando os
dados da literatura (GRESZ et al. 2001; NAKAMURA et al. 2013; DE PAULA
et al. 2017).

A AQP5 é uma das principais aquaporinas encontradas nas glandulas
salivares, desempenhando um papel fundamental para o desenvolvimento,
homeostase e secrecao salivar (DE PAULA et al. 2017; GRESZ et al. 2001).
Estudo de SAPMAZ et al. (2016) em modelo animal demonstrou nivel
elevado de AQP5 em idade avangada, o que estaria associado com o
envelhecimento da glandula salivar e a um mecanismo compensatério para
aumentar a secrec¢ao salivar.

No cancer, a expressao de AQPS5 parece estar relacionada com os
processos de migragao, proliferacédo e diferenciagao celular. Hiperexpressao
de AQPS5 foi observada no carcinoma ductal de mama, em associagéo a
ocorréncia de metastases e pior prognéstico (JUNG et al. 2011; JENSEN et
al. 2017). No cancer de pulmdo, a hiperexpresséao de AQP5 também foi
relacionada a proliferagdo, migragdo e metastase (ZHANG et al. 2010),
como também no céancer cervical (ZHANG et al. 2012), cancer de ovario
(YANG et al. 2011a; YAN et al. 2014) e no carcinoma hepatocelular (HE et

al. 2017). Resultados semelhantes foram encontrados no cancer colorretal
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(KANG et al. 2008; WOO et al. 2008; WANG et al. 2012), onde a
hiperexpressao de AQP5 foi associada a diferenciagéo, estadio tumoral e
ocorréncia de metastases.

Em contraste, SEKINE et al. (2012) demonstraram que a
hiperexpressao de AQPS5 nos carcinomas do trato biliar esta associada a
uma maior sobrevida em relagdo ao grupo com baixa expressao. No nosso
estudo, também observamos uma tendéncia de melhor sobrevida para os
pacientes com expressdo de AQPS5, embora esse resultado nao seja
estatisticamente significativo.

ISHIMOTO et al. (2012), observaram baixa expressao de AQP5 no
carcinoma adendide cistico (CAC) em comparagdo com glandulas sem
neoplasia. No entanto foi observada hiperexpressdo de AQPS5 no carcinoma
epiderméide (CEC) de lingua, sugerindo que AQPS5 possa apresentar
diferentes fungdes no CAC e CEC.

Alguns estudos tém demonstrado pior prognostico associado a
alteracdes na expressdo de mais de uma aquaporina. Hiperexpressao de
AQP1 e AQPS5 esta associada a pior prondstico em carcinomas de pulmao,
tracto gastrointestinal, sarcomas de partes moles (MACHIDA et al. 2011;
LEHNERDT et al. 2015; SHIMASAKI et al. 2017). LIU et al. (2013)
observaram expressao de AQP3 e AQP5 no carcinoma epidermdide de
esb6fago associada a pior prognostico. LEHNERDT et al. (2015) também
observaram pior prognostico associado a expressdao de AQP1 e AQPS5 no

carcinoma de células epidermdides de faringe. No nosso estudo, né&o
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observamos associagao da expressdo das aquaporinas no carcinoma
mucoepidermaide.

As aquaporinas fazem parte de uma familia com 13 membros, sendo
a expressao dessas AQPs diferente nos diversos tecidos. Da mesma forma,
tanto o aumento da expressdo das aquaporinas (KUSAYAMA et al. 2011;
WEI e DONG 2015; QIN et al. 2016; HUANG et al. 2017; JENSEN et al.
2017), assim como a diminui¢ado da expressao (MATSUO e KAUANO 2014;
BREYER et al. 2017;) tem sido associado a um pior progndstico nos
diferentes tumores. O papel das aquaporinas no cancer ja vem sendo
descrito, no entanto, o mecanismo exato de como elas agem ainda nao esta
esclarecido. As aquaporinas geralmente potencializam os processos de
invasdo e metastase, atuando na angiogénese, adesao célula-célula e
célula-matriz e o conhecimento sobre o envolvimento das aquaporinas
nesses processos pode futuramente auxiliar no desenvolvimento de novas
terapias para o cancer (MACHIDA et al. 2011; PAPADOPOULOS e
SAADOUN 2015; WANG et al. 2015; ZHENG et al. 2016; HE et al. 2017; XIA
et al. 2017; DE LESO e YOLL 2018). Outros estudos sugerem que as
aquaporinas exercam um efeito pro-diferenciagao nas células tumorais, ou
seja, a diminuicdo da expressao das aquaporinas estaria associada a
tumores menos diferenciados e mais agressivos (BOLLAG et al. 2007;
MATSUO e KAUANO 2014; RUBENWOLF et al. 2015). VOSS et al. (2011),
demonstraram que a expressdao AQP3 em carcinoma epidermodide de pele
era irregular e que areas com diminuicdo da imunorreatividade de AQP3

eram positivas para Ki-67.
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Deve-se levar em consideragao que a controveérsia na expressao das
aquaporinas nos diferentes estudos pode ser explicada em parte pelos
diferentes protocolos utilizados na literatura (anticorpos monoclonais x
policlonais, clones diferentes, procedimento manual x procedimento
automatizado, critérios de analise diferentes).

Nossos resultados sugerem que pacientes com auséncia de
expressao de AQP3 e presenca de expressao de AQP5 apresentam uma
melhor sobrevida global. Contudo, esses resultados ndo se mostraram
estatisticamente significativos, provavelmente devido ao pequeno numero de
casos avaliados.

Em nosso estudo, observamos uma predominancia dos tumores em
glandulas salivares menores. Esse resultado pode ser explicado pelo fato
dos casos terem sido coletados em uma unica Instituigcao, representarem um
pequeno numero de amostras, e por se tratar de uma amostra de
conveniéncia. Contudo, alguns estudos tém demonstrado incidéncia do
carcinoma mucoepiderméide similar entre a parétida e glandulas salivares
menores (OLIVEIRA et al. 2009; LIMA et al. 2005) enquanto outros apontam
uma predominancia da glandula parétida (MCHUGH et al. 2012).

Observamos também que a presenca de recidiva e invasao vascular
sao fatores que estdo associados a diminuicdo da taxa de sobrevida global
em 5 anos dos pacientes. Nossos resultados também sugerem uma
diminuicdo da taxa de sobrevida global em 5 anos dos pacientes com
tumores com alto grau histolégico, com presenca de comprometimento de

linfonodos e com presenca de metastase, embora ndo sejam
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estatisticamente significativos. Esses fatores clinicos e patolégicos ja foram
demonstrados na literatura como fatores de pior progndstico em pacientes
com carcinoma mucoepidermoide (GUEVARA-CANALES et al. 2016; XU et
al. 2017; GOEL et al. 2017).

No presente estudo ndo houve associagdo das proteinas AQP1,
AQP3 e AQP5 com caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas do
carcinoma mucoepidermoéide. No entanto, podemos hipotetizar que a
expressao das aquaporinas poderia estar envolvida no processo tumoral do
carcinoma mucoepidermdide: por sua expressao nos vasos sanguineos,
AQP1 poderia contribuir para o fornecimento de nutrientes essenciais para
sustentar o crescimento do tumor (CLAPP e ESCALERA 2006; NICO e
RIBATTI 2010; TOMITA et al. 2017). AQP3 poderia atuar no metabolismo
tumoral, fornecendo energia pela captagao de glicerol, regulador chave do
ATP celular, essencial para biossintese celular e consequientemente, divisdo
e proliferagao celular (HARA-CHIKUMA e VERKMAN 2008 a e b; DIREITO
et al. 2016). J&4 a AQP5 no carcinoma mucoepidermoide poderia estar mais
envolvida no processo de diferenciagao celular.

De forma geral, nosso estudo apresentou resultados inéditos sobre a
expressao de aquaporinas em carcinoma mucoepidermoide. Contudo, a
avaliacdo de outras proteinas dessa familia torna-se importante,
considerando que a expressao das aquaporinas possa estar associada ou
mesmo a expressao de uma aquaporina pode compensar a auséncia de
outra. Estudos in vitro também sio necessarios para se avaliar o papel das

aquaporinas no desenvolvimento do carcinoma mucoepidermaide.
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CONCLUSAO

A expressdo das aquaporinas AQP1, AQP3 e AQPS5 foi observada
nas amostras provenientes dos pacientes com carcinoma
mucoepiderméide: a AQP1 foi expressa na parede dos vasos que
permeiam o tumor, a AQP3 foi expressa nas células epidermdides e
mucosas do carcinoma mucoepidermoide e a AQPS5 foi expressa nas

células mucosas do carcinoma mucoepidermaide.

Nao foi observada associagao da expressao das aquaporinas AQP3 e

AQPS5 com as caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas.
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Anexo 2 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas dos pacientes com carcinoma mucoepidermoide de
glandula salivar

Caso Género Raca Idade Grau Local Invasdo vascular Inyaséo Compr_ometimento Recidiva Metéastase Estado atual
perineural de linfonodos

1 Masculino Branca 56 Baixo Parétida Nao Néo Vivo sem doenga
2 Feminino Branca 41 Baixo Parétida Nao Nao Vivo sem doenga
3 Feminino Branca 14 Parétida Sim Né&o Sim Sim Sim Morto por cancer
4 Masculino Branca 49 Intermediario Glandulas menores Néo Sim Sim Néo Néo Morto outras causas
5 Masculino Branca 75 Baixo Glandulas menores Nao Nao Morto por cancer
6 Masculino Branca 65 Intermediério Glandulas menores N&o Né&o Sim Nao Nao Vivo sem doenga
7 Masculino Branca 48 Baixo Parétida

8 Masculino | N&o branca 36 Baixo Parétida Néo Né&o N&o Néo Néo Morto outras causas
9 Feminino Branca 55 Alto Sublingual Nao Nao Vivo sem doenga
10 Masculino Branca 60 Alto Parétida N&o Sim Sim Sim Sim Morto por cancer
11 Masculino | N&o branca 13 Baixo Glandulas menores N&o Né&o Nao Nao Nao Vivo sem doenga
12 Feminino Branca 47 Alto Gléndulas menores Nao Nao Sim Vivo sem doenga
13 Feminino Branca 55 Intermediario Glandulas menores Sim Sim Nao Morto outras causas
14 Masculino Branca 65 Alto Glandulas menores Sim Sim Sim Sim Sim Morto por cancer
15 Feminino Branca 23 Intermediério Glandulas menores N&o Né&o Vivo sem doenga
16 Masculino Branca 31 Baixo Glandulas menores Néo Néo Nao Vivo sem doenga
17 Feminino Branca 27 Baixo Glandulas menores Néo Né&o Sim Néo Néo Vivo sem doenga
18 Masculino Branca 48 Alto Parétida Néo Sim Sim Sim Sim Morto por cancer
19 Feminino Branca 49 Alto Glandulas menores Sim Né&o Nao Nao Nao Morto por cancer
20 Masculino Branca 8 Baixo Parétida N&o Sim Néo Nao Nao Vivo sem doenga
21 Feminino Branca 24 Baixo Glandulas menores Néo Né&o Vivo sem doenga
22 Masculino Branca 53 Alto Parétida Nao Nao Sim Nao Sim Vivo sem doenga
23 Feminino Branca 59 Baixo Glandulas menores N&o Né&o Sim Sim Né&o Morto por cancer
24 Feminino Branca 81 Baixo Glandulas menores Néo Néo Nao Nao Nao Morto por cancer




