ANALISE CITOGENETICA E SUA RELACAO COM A INVASAO TUMORAL
EM UMA LINHAGEM CELULAR DERIVADA DE CARCINOMA
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Introducdo: O carcinoma mucoepidermoide (CME) é a neoplasia maligna de glandula
salivar mais prevalente, representando cerca de 30% de todos os tumores malignos que
acometem as glandulas salivares maiores. Clinicamente, apresenta-se frequentemente
como um aumento de volume assintomatico ocorrendo frequentemente na glandula
parétida e demonstra indices relevantes de recorréncia local e metastase a distancia,
estando esse comportamento relacionado ao grau histolégico do tumor, como confirmado
em alguns estudos retrospectivos, a diferenciacao celular, espacos cisticos e atipia celular.
Histologicamente, 0 CME apresenta trés populagdes celulares: mucosas, intermediarias e
epidermoides, estando o subtipo celular predominante diretamente relacionado com a
classificacdo do tumor em baixo, intermediario ou alto grau de malignidade, e assim, com
0 seu progndstico. Células tumorais com atividade invasiva conseguem alcancar tecidos
subjacentes e assim, sdo mais dificeis de serem completamente removidas em tratamentos
cirtrgicos, podendo interferir diretamente no desenvolvimento de recidivas e metéastases
a distancia do tumor. A capacidade de invasao de tumores de glandulas salivares ja foi
demonstrada em alguns estudos e relacionada a eventos de protedlise localizada da matriz
extracelular, migracdo e invasdo celular. A atividade proteolitica da matriz, que promove
um espaco fisico para que as células atinjam tecidos mais profundos, tem sido atribuida
a uma familia de enzimas zinco-dependentes denominadas metaloproteinases da matriz
(MMPs), responsaveis pela remodelacdo tecidual, especialmente pela degradacdo dos
componentes da matriz extracelular, incluindo colagenos, elastina, gelatina e
proteoglicanos, permitindo assim, o avanco das células tumorais até a corrente sanguinea.
Por essa razdo, sdo consideradas essenciais para a invasdo e metastase em varias
neoplasias. Dentre todas, destacam-se as gelatinases MMPs -2 e -9, por degradarem o
colageno tipo IV, um dos principais componentes da matriz extracelular. Estudos
comprovaram que a expressdo de MMP-2 e MMP-9 esté relacionada ao comportamento
bioldgico das neoplasias de glandulas salivares. O resultado dessa protedlise localizada
possivelmente libera fatores de crescimento que, por sua vez, ativam vias de sinalizacao
celular, resultando em maior atividade proliferativa da linhagem. No entanto, sabe-se que
além de fatores estimulatorios, o crescimento tumoral envolve ainda fatores inibitorios,
que visam conter o desenvolvimento neoplasico. Entre esses agentes, destaca-se o Fator
de Necrose Tumoral-a. (TNF-a)), uma citocina multifuncional envolvida no evento de
apoptose celular e, por isso, de acdo contréria & tumorigénese. Objetivos: Este trabalho
visou avaliar a expressédo das MMPs -2 e -9 e do TNF- a, assim como correlacionar os
achados citogenéticos da linhagem com a expressdo dessas proteinas envolvidas no
processo de invasdo tumoral. Métodos: Utilizou-se a linhagem celular denominada CME,
derivada de carcinoma mucoepidermoide. As células, entdo, foram cultivadas em frascos
especificos com meio de cultura DMEM F-12 suplementado com 10% de soro fetal
bovino, e mantidas em incubadora na temperatura de 37°C e em atmosfera imida de 5%
de CO2, até alcancarem a confluéncia necessaria para a realizacdo dos ensaios. Para
verificar se as proteinas de interesse estavam presentes na linhagem, executou-se a técnica
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de imunofluorescéncia indireta. Para tal, as células de CME foram cultivadas sobre
laminulas de vidro em placas de 24 pocos fixadas em paraformaldeido a 2% e
permeabilizadas com solugéo de Triton X-100 a 0,05%. Posteriormente foram bloqueadas
com 10% de soro de cabra e incubadas com anticorpos primarios (Anti-MMP2, Anti-
MMP9 e Anti-TNFa) em PBS/BSA a 1% (do inglés Phosphate Buffered Saline/ Bovine
Serum Albumin) e anticorpos secundarios conjugados a Alexa Fluor 488 ou 588. Para a
andlise citogenética, os cromossomos metafasicos foram obtidos por meio da adi¢do de
0,1ml de colchicina a uma concentracédo de 0,0016% por uma hora. Apos isso, 0 material
foi transferido para tubo de centrifuga e submetido as etapas de hipotonizacdo com
solucéo de KCI (0,56%) e fixacdo com fixador de Carnoy (3 partes de metanol:1 parte de
acido acético glacial). Posteriormente, a suspensao celular foi gotejada em laminas de
vidro, deixando-as secar em temperatura ambiente. As laminas com o material fixado
foram entdo coradas com solucdo de Giemsa e submetidas a técnica de bandeamento G,
com solucdo de Wright, para a identificacdo das alteragdes cromossémicas numéricas e
estruturais. As ldminas processadas foram visualizadas em foto microscopio e capturadas
usando-se uma camera fotografica digital acoplada ao microscopio, com objetiva de
imersdo (100x) e ocular de 10x. Para a analise das células utilizou-se o sistema de
software Bandview associado ao Case Data Manager (CDM) e ao software Karyotyping.
Os cromossomos foram montados considerando-se a morfologia e a ordem decrescente
de tamanho e a correlacdo com as proteinas de interesse foi feita utilizando um atlas de
genética e citogenética em oncologia. Resultados e Discussdo: As células derivadas de
CME demonstraram imunoexpressao positiva para as MMPs -2 e -9 e para 0 TNF-a,
sugerindo a presenca dessas proteinas na linhagem. A analise citogenética, por sua vez,
revelou alteraces numéricas e estruturais. A identificacdo de alteragdes cromossdmicas
especificas em neoplasias € considerada um indicador de importancia clinica, ja que o
numero elevado dessas alteracdes esta relacionado a um grau mais avancado do tumor.
Determinadas translocagdes cromossdémicas podem ser consideradas caracteristicas para
algum tipo de cancer se forem detectadas frequentemente, e no caso do CME, a
translocacédo t(11;19)(g21;p13) tem sido demonstrada como a mais frequente alteracédo
visualizada, chegando a ser encontrada em cerca de 60% dos casos dessa neoplasia. Nos
resultados obtidos, é possivel especular se alguns genes localizados nesses cromossomos
tém sua expressao alterada e podem ser responsaveis por alteracdes na funcdo normal
dessas células. Constatou-se que a expressdo de TNF-a ¢ codificada pelo gene homonimo
localizado no cromossomo 6, na regido 6p21.33, e em nossos resultados, observou-se que
este cromossomo apresentou alteracdes numéricas de monossomia, indicando a falta de
uma copia desse gene, e sugerindo assim, uma participacdo menos ativa do TNF-a na
tumorigénese do CME. Tal achado corrobora com a funcéo atribuida a essa proteina, de
promover a morte celular programada, sendo coerente sua expressdo menos acentuada
em um carcinoma estabelecido, ja que uma subatuacdo dessa citocina facilitaria a
evolucdo do tumor. Em contraste, a MMP-9 possivelmente apresenta atuacdo
determinante na instalacdo e progressdo neoplasica do CME, visto que € codificada pelo
gene homénimo, localizado no cromossomo 20 na regido 20g13.12, o qual apresentou
alteracdes numéricas de trissomia e tetrassomia. Tais resultados sugerem a presenca de
copias extras do gene que codifica essa MMP, denotando assim, sua maior expressao e
provavel contribuicdo ao comportamento invasivo da neoplasia. Conclusdo: Com o0s
resultados obtidos, é possivel sugerir a presenga e participacéo das proteinas estudadas na
linhagem celular derivada de carcinoma mucoepidermoide, todas atuando no complexo
processo de invasdo tumoral dessa neoplasia.
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