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RESUMO

Introducdo: As citocinas pro-inflamatorias ou quimiocinas sdo importantes reguladores das
interagdes e adesdes celulares. A quimiocina CXCL12 (C-X-C motif chemokine ligand 1)
liga-se principalmente ao receptor CXCR4, regulando sinalizagdes intracelulares, através de
varias vias, relacionadas a eventos importantes na tumorigénese como a quimiotaxia,
proliferagdo e sobrevivéncia celular, angiogénese, invasdo e metdstase. Existe pouca
informagdo na literatura cientifica sobre a relagdo da CXCL12 com marcadores de
sobrevivéncia ou apoptoticos (Bcl-2) e de invasdo/metastase (MMP-9) em neoplasias de
glandulas salivares. Métodos: Em 30 adenomas pleomorficos (AP) e 30 carcinomas
mucoepidermoides (CME) foram coletados dados clinico-patologicos os quais foram
analisados em relacdo a expressdo imunistoquimica, por meio do método estreptovidina-
biotina peroxidase, dos anticorpos CXCL12, Bcl-2 e MMP-9. Resultados: observou-se maior
expressdao da CXCL12 no CME do que no AP (p = 0,007), enquanto que em AP houve maior
expressao de Bcl-2 (p=0,037). A MMP-9 foi negativa na maioria dos casos da amostra.
Conclusdo: Conclui-se que a expressao da CXCLI12 ndo parece estar associada com a Bcl-2 e
MMP-9. A quimioquina pode ser relacionada com a patogénese de carcinomas
mucoepidermoides, ao passo que a proteina Bel-2 pode ser relacionada com a patogénese de
adenomas pleomorficos. A MMP-9 ndo parece exercer um papel na patogenia da amostra
avaliada.

Palavras chave: CXCLI2, gene bcl-2, MMP-9, adeoma pelomorfico, carcinoma
mucoepidermoide






ABSTRACT

Introduction: Proinflammatory cytokines or chemokines are important regulators of cell
trafficking and adhesions. The chemokine CXCLI2 (C-X-C motif chemokine ligand 12)
binds primarily to CXCR4 receptor, regulating intracellular signals, through several ways,
related to important events in tumorigenesis as chemotaxis, cell survival, angiogenesis,
proliferation, invasion and metastasis. There are insuficient informations in scientific
literature about the CXCLI2 in relation to survival or apoptotic markers (Bcl-2) and
invasion/metastasis (MMP-9) in tumor cells of salivary gland neoplasm. Methods: In 30
pleomorphic adenomas (PA) and 30 mucoepidermoid carcinomas (MCE) were collected
clinical and pathological data and analyzed in relation to the immunohistochemical
expression, through the estreptovidin-biotin peroxidase method, of CXCL12, Bcl-2 and
MMP-9 antibodies. Results: it was observed higher expression of CXCL12 in MCE than in
PA (p = 0.001), while in PA there has been greater expression of Bcl-2 (p = 0.037). The
MMP-9 was negative in most cases of the sample. Conclusion: it was concluded that the
CXCLI12 is not associated with the Bcl-2 and MMP-9 expression. The chemokine can be
related to pathogenesis of mucoepidermoid carcinomas, whereas the Bel-2 can be related to
tumoral pathogenesis of pleomorphic adenomas. MMP-9 does not appear to play a role in the
pathogenesis of the sample.

Keywords: CXCL12, bcl-2 gene, MMP-9, pleomorphic adenoma, mucoepidermoid
carcinoma
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A extensa relagdo de processos patoldgicos que acometem as glandulas salivares tem
sido objeto de estudos em diversas regides geograficas do mundo, os quais discutem aspectos
relacionados as lesdes de maior frequéncia e interesse no campo da patologia oral, muitas das
quais podem representar uma tarefa desafiante para os profissionais no tocante ao diagnostico
adequado. As glandulas salivares podem ser acometidas por patologias diversas, que incluem
anomalias de desenvolvimento, lesdes reacionais e obstrutivas, doengas infecciosas,
inflamatorias, autoimunes e neoplasias (WAHLBERG et al, 2002; AL-KHATEEB et al, 2006;
ABABNEH, 2007)

As neoplasias de glandula salivar tem patogénese incerta, porém acredita-se que
fatores como radiacdo ionizante, virus, radiagdo ultravioleta, alcool e tabaco tenham algum
papel na sua etiologia (BEN-IZHAK et al, 2007; BARNES et al, 2005).

Relata-se que a incidéncia de neoplasias glandulares salivares varia de 0,4 a 3,5 casos
em cada 100 mil pessoas, representando menos de 5% dos tumores da regido de cabeca e
pescogo em adultos e aproximadamente 8% das neoplasias na populacdo infantil (ELLIES; et
al, 2006; AL-KHATEEB et al, 2007; ANSARI, 2007). A maioria dos dados epidemioldgicos
aponta que a populacdo feminina ¢ a mais acometida, variando de 54% a 62% (VARGAS et
al, 2002; SANTOS et al, 2003; ITO et al, 2005; JONES et al, 2008).

A maioria das neoplasias glandulares salivares ocorre em pacientes com idade média de
45 anos. Os tumores benignos constituem o grupo mais frequente, prevalecendo em pacientes
na terceira década de vida, enquanto que as malignas em pessoas na sexta década de vida
(AL-KHATEEB et al, 2007, ZAMARRO et al, 2009). Os perfis epidemiologicos ao redor do
mundo apresentam variagdes na ocorréncia das neoplasias glandulares salivares, em relagdo a
localizacdo, a parotida ¢ a glandula mais acometida pelas neoplasias, seguida pela
submandibular. Dentre as neoplasias benignas, destaca-se o Adenoma pleomorfico (AP) por
representar 60% de todas as neoplasias salivares, caracterizado como tumor encapsulado,
composto por uma variedade de células epiteliais e meioepiteliais entremeadas com o estroma
de natureza varidvel. Tem predile¢do pelo sexo feminino, a idade média de diagnostico ¢ 46
anos, ocasionalmente observa-se lesdes em pacientes jovens (BARNES et al, 2005;
KHATEEB et al, 2007, ZAMARRO et al, 2009; TIAN et al, 2010; STRUB et al, 2012).
O AP possui um crescimento lento, sendo a glandula parotida o sitio mais acometido

(80%), seguido da glandula submandibular (10%) e glandulas salivares menores da cavidade
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oral (principalmente a regido de palato). Clinicamente, os tumores menores apresentam-se
como massas firmes e moveis. Com a progressdo tendem a tornar-se imoveis, causar
sintomatologia dolorosa e, aquelas acometendo a parétida, com tendéncia a paralisia facial.
Geralmente sdo lesdes solitdrias, podendo associar-se a outros tumores como o Carcinoma ex-
adenoma pleomorfico. A capsula usualmente ¢ bem circunscrita, por vezes em algumas areas
apresenta descontinuidade e invasdo de células tumorais (BARNES et al, 2005; CARDESA et
al, 2000).

O quadro histopatologico € composto por células epiteliais e mioepiteliais em um
estroma varidvel, mixomatoso, hialino, condroide ou osteoide. As células mioepiteliais podem
apresentar-se fusiformes, anguladas, ovoides, poligonais ou plasmocitéides. O arranjo
epitelial pode ser em forma de ductos, estruturas cisticas, ilhas ou corddes celulares. As
células acinares mucosas possuem citoplasma eosinofilico, nicleos granulares vacuolizados e
hipercromaticos, com baixo indice mitdtico. Os condutos sdo preenchidos por material
eosinofilico, podendo-se observar a formacdo de pérolas de ceratina proximo ao epitélio
escamoso metaplasico. Com o desenvolvimento tumoral observa-se o aumento do estroma
hialino e diminui¢ao do componente epitelial (BARNES et al, 2005; CARDESA et al, 2006).

A lesdo tende a alcancar grandes dimensdes causando morbidades e deformidades
estéticas. O AP pode ser acompanhado de uma taxa variavel de recorréncia tumoral (2,5% a
32,5%), provavelmente pela extensdo do tecido neopldsico a partir das dareas de
descontinuidade da céapsula ou pela presenga de tumores satélites, dessa forma, o tratamento
de escolha ¢ a ressec¢do cirurgica (HAMADA et al, 2004; CARDESA et al, 2006; STRUB et
al, 2012),

O carcinoma mucoepidermoide (CME) € o tumor maligno mais comum em glandula
salivar, podendo também acometer mama, tireoide e glandulas lacrimais. Ocorre em qualquer
faixa etaria, com idade média de 45 anos, e tem maior predilecdo pelo sexo feminino. A
glandula parétida ¢ mais afetada (45%), seguida por submandibular (7%) e sublingual (1%).
Clinicamente apresenta-se como tumefa¢do nio associada a sintomatologia, todavia quando
presente caracteriza-se por otorreia, parestesia, paralisia facial, disfagia, sangramento e
trismo. Na regido intraoral pode-se observar uma lesdo de coloracdo azul-avermelhada
semelhante a lesdo vascular. Na regido palatina os tumores podem ter formato papilar, por
vezes 0 0sso adjacente apresenta aspecto radiografico de roido de traga (BRANDWEIN et al,
2001; BARNES et al, 2005; CARDESA et al, 2006).

O quadro histopatoldgico do tumor ¢é caracterizado por células epidermoides, mucosas

e c€lulas intermediarias. A propor¢ao das células e a arquitetura sdo variaveis entre tumores e
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entre regides de um mesmo CME. Alguns tumores apresentam limites definidos e por vezes
ocorre infiltragdo no parénquima glandular. O espago cistico € revestido por células mucosas,
intermediarias ¢ em menor grau por células epidermoides poligonais, raramente
queratinizadas. As células intermedidrias que predominam no interior do carcinoma, sdo
células de citoplasma eosinofilico, ovuladas e/ou células oncociticas que ocasionalmente sao
proeminentes. As células mucosas aparecem em menor propor¢do comparadas a outras
células, sendo em geral, grandes, com citoplasma claro e ntcleos localizados na periferia.
Esclerose focal ou extravasamento de muco com infiltrado inflamatorio ¢ comum. Invasdo
neural, 4dreas de necrose, aumento da taxa de mitose ou anaplasia sdo raros. O estroma de
tecido conjuntivo fibroso apresenta na periferia infiltrado predominantemente linfocitico com
possivel centro germinativo mimetizando invasdo nodal (BRANDWEIN et al, 2001;
BARNES et al, 2005, CARDESA et al, 2006).

Os carcinomas mucoepidermoides sdo classificados segundo Brandwein et al (2001)
em trés graus histopatologicos de malignidade (I, II e III), onde os critérios avaliados sdo
propor¢ao do componente cistico, front de invasdo, atipia nuclear, nimero de mitoses,
anaplasia, necrose ¢ invasdo linfatica, vascular e neural. Comumente as lesdes de baixo grau
exibem espagos cisticos proeminentes, com numerosas células mucosas, e atipia celular
minima; as lesdes de alto grau apresentam ilhas solidas, constituidas por células
intermediarias e epidermoides, com consideravel pleomorfismo celular e numerosas figuras
de mitose (BRANDWEIN et al, 2001; CARDESA et al, 2006; SHEMIRANTI et al, 2011).

Tumores em glandula pardtida podem sofrer metastases para os linfonodos pré-
auriculares seguidos dos linfonodos da regido submandibular; na glandula submandibular
podem se espalhar para linfonodos da regido submandibular seguidos dos linfonodos da
cadeia jugular superior; os tumores localizados no palato podem se desenvolver em dire¢do ao
trato respiratorio superior e base de cranio, enquanto que tumores localizados em 1dbio podem
sofrer met para nodulos submentonianos. Além das neoplasias poderem também sofrer
metastases para os nodulos acessorios superiores do pescoco, pulmao, figado, tecido 6sseo e
cérebro (BARNES et al, 2005; CARDESA et al, 2006).

A medida que o curso clinico e desfecho final de muitos pacientes com tumores de
glandulas salivares ndo podem ser previstos com seguranca baseado nas caracteristicas
histopatologicas e clinicas, ¢ de grande valia o uso de marcadores de prognodstico que visem a
melhor caracterizacdo do comprotamento tumoral, identificacdo do perfil de pacientes e

fisiopatologia da doenca (BARNES et al, 2005; BEN-IZHAK et al, 2007).
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Nesse contexto, as quimiocinas ou citocinas representam importantes reguladores das
interagOes e adesdes celulares. Dentre tais quimiocinas cita-se a Stromal cell-derived factor-1
(SDF-1) ou CXCLI12, a qual possui como receptor principal a proteina CXCR4. A ligagdo da
CXCLI12 ao seu receptor CXCR4 induz a sinalizagdes intracelulares através de diversas vias,
iniciando a geracao de sinais relacionados com diversos eventos da progressao tumoral, como
a proliferagdo, diferenciagdo, sobrevivéncia celular, quimiotaxia, metastase e a transcri¢cao
génica (ROSTENE et al, 2007; HEMBRUFF et al, 2009; TEICHER et al, 2010).

As quimiocinas, ou citocinas quimiotaticas, constituem uma familia de
aproximadamente 50 proteinas, de 8 a 12kD. Sdo divididas em quatro classes, baseado no
nimero e localizacdo dos residuos de cisteina N-terminais (BRYANT et al, 2015;
KUFAREVA et al, 2015). As principais classes de quimiocinas sao CC (), em que os
residuos de cisteina sao adjacentes, e CXC (a) quando existe um aminoacido intercalado entre
os residuos de cisteina (ABBAS et al, 2011)

Quimiocinas de classe CC e CXC sao produzidas pelos leucocitos, células endoteliais,
epiteliais e fibroblastos, podendo ter produgao induzida pelo TNF e IL-1. A classe CC regula
células T, B e recrutamento de células da medula Ossea, tais como monocitos ¢ células
dendriticas. A quimiocina CXC regula o recrutamento de neutréfilos e células T (ROSTENE
et al, 2007; HEMBRUFF et al, 2009).

A quimiocina CXCL12 ¢ uma proteina de aproximadamente 8 kDa, formada por cerca
de 68 aminodcidos, tem como funcdo a quimiotaxia, além de observar papel na regulacdo do
ciclo celular e sobrevivéncia de células hematopoiéticas (WANG et al, 2006). E
constitutivamente expressa em varios 6rgaos como pulmao, figado, cérebro, rim, coragdo,
como também na medula dssea, células de musculo esquelético e pele. Além desses tecidos, a
expressao do CXCLI12 pode ser observada em tecidos que sofreram danos como enfarte
cardiaco, isquemia, danos toxicos ao figado, hemorragia excessiva, irradiagdo do corpo e
quimioterapia (HEMBRUFF et al, 2009; TEICHER et al, 2010).

O receptor CXCR4 ¢ um receptor transmembranar acoplado a proteina G, ¢ formado
por cerca de 3502 aminoacidos. E um regulador critico do processo progenitor e mobilizagio
de células-tronco e recrutamento durante o desenvolvimento e hematopoiese (WANG et al,
2006; WEN et al, 2008). De foma semelhante ao CXCL12, o CXCR4 ¢ constitutiva e
amplamente expresso em diversas células e tecidos. A maioria das quimiocinas ligam-se a
varios receptores, ¢ 0 mesmo receptor pode ligar-se a mais de uma quimiocina. Por vezes
determinados receptores se ligam a quimiocinas especificas, como o CXCL12 que se liga a
CXCR4 (BALKWILL et al, 2004; TEICHER et al, 2010).
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O CXCLI2 wune-se ao CXCR4 estimulando modificagdes no citoesqueleto,
polimerizacdo de filamentos de miosina e actina. As fibras de actina se ancoram nas areas de
adesoes focais (ligagdes entre a célula e a matriz extracelular [MEC], formado por quinase de
adesdo focal (FAK) e vinculina, que ligam as integrinas para o citoesqueleto de actina)
possibilitando a tragdo celular e reorganizagdo da MEC. Os sinais produzidos modificam a
conformagdo das integrinas de superficie celular, aumenta a afinidade com os respectivos
ligantes ¢ permite a migragdo celular (TEICHER et al, 2010, NASSER et al, 2011;
KUFAREVA et al, 2015).

As células neoplasicas que expressam CXCR4 funcional apresentam potencial de
migrar ou invadir na presenga de CXCL12. O CXCL12 tem capacidade de mobilizar e
recrutar as células para locais neo-angiogénicos, promovendo a revascularizagdo do tecido
isquémico e o crescimento do tumor (BALKWILL et al, 2004).

O aumento da migracdo celular para locais que expressam CXCLI2 ¢ dependente da
ativacdo do Fator de inducdo de hipoxia (HIF) e estabilizagdo da transcrigdo do CXCR4 nos
tumores malignos. Mutagdes em genes que alterem os niveis de HIF, VEGF e estrogénio
podem aumentar temporariamente a expressao do CXCR4 nas células que ndao expressam
normalmente este receptor. De forma semelhante o CXCL12 estimula a indugdo de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-o) quando células tumorais do ovario cultivadas apresentam
condi¢des de sobrevivéncia abaixo do ideal, acarretando no estabelecimento de redes e
promocao de crescimento tumoral (BALKWILL et al, 2004; TEICHER et al, 2010).

Partindo da premissa que a CXCL12 e seu receptor CXCR4 tem sido associados a
metastases em diferentes neoplasias e que o carcinoma de células escamosas de cabega e
pescoco usualmente metastatiza para linfonodos devido a estimula¢do da migracao das células
malignas dessa neoplasia exercida pelo CXCL12, Samara et al (2009) analisaram o potencial
do CXCR4 como mediador em processo metastatico de carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco. Mediante varias técnicas laboratoriais incluindo imunoistoquimica e cultura
de células, os autores observaram a expressdo do CXCR4 tanto em linhagens celulares quanto
em espécimes teciduais de carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo, além de
células neoplasicas metastasticas de linfonodos e tecidos moles.

Baseados nestes resultados, Samara et al (2009) sugeriram que a interagdo
CXCLI12/CXCR4 poderia estimular uma cascata de sinalizacdo que induziria a fosforilagao de
diversas proteinas, aumentando assim, a adesdo de cé¢lulas neoplésicas as proteinas da matriz
extracelular e sua migragdo através da mesma. Além disso, os autores antes citados

analisaram a influéncia da CXCL12 na secrecdo de MMP-9 pelas células neoplasicas.
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Observando que tais células secretam MMP, indicando que a CXCLI12 exerce papel na
invasao tumoral mediante o estimulo da secrecdo da MMP-9 facilitando assim o processo de
metastase.

As metaloproteinases (MMPs) sdo endopeptidases dependentes de ions zinco e
constituem uma familia de enzimas caracterizadas pela sua atividade proteolitica. Atuam
degradando macromoléculas da matriz extracelular e das membranas basais tais como o
colageno, elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanas, entre outras. Tais enzimas sdo
usualmente no processo de remodelacio da MEC, angiogénese e reparo tecidual.
(BIRKEDAL-HANSEN et al, 1993, SOUZA et al, 2002, LUUKKAA et al, 2008). As MMPs
sdo produzidas por leucodcitos polimorfonucleares, ceratinocitos, mondcitos, macrofagos,
fibroblastos ¢ células mesenquimais, as quais liberam sua produgdo de MMPs para o meio
extracelular mediante a estimulagdo exercida por fatores de crescimento e citocinas que
incluem a interleucina 1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o fator
transformador de crescimento alfa (TGF-a) (BIRKEDAL-HANSEN et al, 1993).

As MMPs classificam-se em: colagenases (MMP-1, 8 e 13); gelatinases (MMP-2 ¢ 9),
também conhecidas como colagenases do tipo IV; estromelisinas (MMP-3, 7, 10, 11 e 12),
enamelisina (MMP-20), MMPs ligadas a membrana plasmatica (MT-MMPs) e outras ainda
nao tao bem classificadas (POLETTE et a., 2004; VICENTE et al, 2005; LUUKKAA, et al,
2010).

As interagdes entre as células e a matriz extracelular sdo rigorosamente controladas em
tecidos normais, porém diante da tumorigénese podem ocorrer alteracdes na regulacdo das
interacOes celulares. Nesse contexto, relata-se que as células tumorais adquirem a capacidade
de modificar sua morfologia e habilidade de mobilidade. Estas propriedades devem-se a
alteragdes na expressdo de moléculas de adesdo, bem como no aumento dos niveis de
expressao de enzimas proteoliticas, incluindo MMPs (BOURBOULIA et al, 2010).

No desenvolvimento de neoplasias, alteracdes na MEC podem levar a progressao da
doenga, influenciando o comportamento das células do estroma facilitando a tumorigénese
mediante o estimulo de eventos como a angiogénese e inflamacgdo (LU et al, 2012). Nesse
contexto, relata-se que as MMPs exercem papeis importantes em varias etapas da neoplasia
como crescimento, invasdo e metastase, sendo o aumento da expressdo dessas proteinas
associado a um pior prognéstico, com destaque para as MMP-2 e MMP-9 (HONG et al,
2000).

A gelatinase MMP-9 geralmente é produzida por células epiteliais e eosinofilos, sendo

armazenada em granulos de neutrofilos e eosindfilos (SALO et al, 1991). Em processos
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neoplésicos, relata-se que a MMP-9 degrada o coldgeno IV da lamina basal, podendo esse
evento, ter relevancia na aquisi¢do do fenotipo invasivo das neoplasias malignas, podendo ter
ainda acdo significativa nos processos de remodelacdao do colageno da MEC (KAHARI et al,
1999; KERKELA et al, 2003).

Luukkaa et al (2008) publicaram um estudo imunoistoquimico correlacionando as
MMPs-1, 9 e 13 como fatores de prognostico em neoplasias malignas de glandulas salivares,
constatando que tais proteinas contribuem na progressao e invasiao desses tumores malignos
por meio da clivagem da membrana basal. Em relacdo a MMP-9 os autores observaram que a
imunoexpressdo aumentada dessa proteina em carcinoma adenoide cistico e carcinoma do
ducto salivar estava associada a uma pobre taxa de sobrevida.

Zhang et al (2009) analisaram a expressdo de MMP-2, MMP-9 e seus inibidores
TIMP-1 e TIMP-2 em epitélio e estroma de APs, verificando que a expressio do RNAm
dessas proteinas foi significativamente maior no estroma do que nas células epiteliais na
maioria dos casos. Por outro lado, através da imunoistoquimica os autores observaram que a
expressao de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 teve distribui¢do similar no epitélio ¢ no
estroma, com maior expressao citoplasmatica dessas proteinas em estruturas ductiformes,
lengois solidos, pequenos ninhos e areas de metaplasia escamosa. Em relagdo 8 MMP-9 nas
estruturas ductiformes, os autores observaram fraca imunoexpressao na membrana das células
luminais e forte expressdo na membrana de células basais, enquanto que a imunopositividade
das células mioepiteliais localizadas em meio ao estroma foi menor do que nas estruturas
citadas anteriormente. Segundo os autores, os resultados sugerem que o mioepitélio exerce
um papel importante como fonte de MMPs e que o estroma tem potencial para desempenhar
um papel mais importante do que o epitélio ductal no comportamento biologico APs.

Relata-se, ainda, que a expressao da via CXCL12/CXCR4 esta envolvida no aumento
da sobrevida de células neoplasicas, através da superexpressao da proteina bc/-2 (SHEN et al,
2013). A familia de genes Bcl-2, constitui um amplo grupo de genes envolvidos na promogao
da apoptose como os genes Bax, Bak, Bok, dva, Bcl-xs, Bik, Bim, Hrk, Nip3, Nix, Bad e Bid,
outro grupo que inibem a apoptose como o Bcl-2, BCl-x;, Bcl-w, Mcl-1, Nr13 e A1/Bfl-1
(SAIKUMAR et al, 1999). Relata-se que os membros desta familia de genes possuem
dominios conservados denominados “dominios homologos bc/-2 (BH)”, os quais participam
da formagao de dimeros e na regulacdo da morte celular (YIN et al, 1994).

O gene bcl-2, codifica uma proteina de 25 kD no cromossomo 18q21. Foi
originalmente descrito como um proto-oncogene em linfomas de células B com translocagao

cromossomal t(14;18) (q32;q21). A proteina Bcl-2 ¢ localizada na membrana mitocondrial, no
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envoltorio nuclear, no reticulo endoplasmdtico e na membrana citoplasmatica. Esta proteina
exerce uma fungdo importante no controle da apoptose. Sua ligagdo com a proteina pro-
apoptotica Bax promove a inativagdo da fungdo anti-apoptodtica da Bcl-2, determinando o
momento em que a célula deve proliferar ou morrer, podendo ter um papel importante na
promocao do desenvolvimento tumoral (SAIKUMAR, 1999; TENI et al, 2002).

A desregulacdo nos mecanismos e do indice de proliferacdo e apoptose celulares
constituem fatores decisivos na tumorigénese benigna e maligna. Nesse sentido, diversos
estudos relatam expressdo e consequentemente, fungdes distintas para membros da familia da
bcl-2, atuando ora como anti-apoptotica, ora como pro-apoptotica em varios tipos de tecidos
(JORDAN et al, 1996, SINGH et al, 1998; SINGH et al, 1999).

Para entender o papel anti-apoptotico da Bel-2 € importante salientar que este processo
de morte celular programada guarda relacdo com a liberagdo do citocromo C mitocondrial, o
qual pode ativar a via apoptotica através da sua ligacdo ATP-dependente a proteases
apoptoticas ativando o fator 1, sendo assim, a acdo anti-apoptética da bc/-2 estd associada a
sua capacidade de inibir a liberacdo do citocromo C da mitocOndria através de canais
mitocondriais especificos (YANG et al, 1997; Ll et al, 1997).

A Bcl-2 ¢ topograficamente restrita a células de zonas proliferativas teciduais e de
células com longo tempo de vida, exibindo reduzida ou auséncia da expressdao em células
terminalmente diferenciadas (JORDAN et al, 1996; QI-LUNG et al, 1996).

Atarbashi et al (2014) realizaram uma pesquisa objetivando avaliar comparativamente
expressdo imunoistoquimica da proteina bc/-2 em 18 APs e 10 CMEs, com o intuito de
determinar se tal proteina possuia potencial de diagnostico na diferenciagdo desses tumores,
puderam observara que a bc/l-2 foi expressa em 71% dos APs e em 30% dos CMEs, sem
diferenca significativa na intensidade de expressdo dessa proteina entre os tumores, ¢
nenhuma correlagdo entre a expressdo da bc/l-2 com o tamanho e localizagdo dos tumores.
Baseados nos resultados os autores concluiram que a expressdo da bc/-2 poderia ser utilizada
na diferenciacdo dos tumores avaliados, uma vez que tal proteina teve expressao aumentada
nos APs quando comparados aos CMEs, sugerindo que provavelmente a proteina ndo
participa da patogénese desta.

Gordon-Nuiez et al (2008) pesquisaram amostra de 19 APs visando relacionar a
expressdo imunoistoquimica de PCNA, p53 e blc-2 com a proliferagdo celular e possivel
potencial maligno do tumor. Pode-se observa que a proteina bc/-2 exibiu marcagdo negativa

em 12 casos (63,1%). Os autores sugeriram que a proteina bc/-2 ndo esta envolvida na
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turmorigénese dos APs, e que a recorréncia pode estar relacionada a remogao incompleta da
lesdo.

Ferreira et al (2014) pesquisaram o potencial neoplasico de AP através da da marcacao
imunoistoquimica de bc/-2, Bax, p53 e Ki-67. Onde o indice de apoptose foi mensurado pela
marcagdo da bcl-2, Bax e p53, atividade secretora de muco pela MUC-I1, e proliferagao
celular pela Ki-67. Em uma amostra de 31 casos de APs de glandulas salivares menores
submetidos a biopsia excisional, ¢ tecido de quatro glandulas salivares menores normais como
grupo controle, os autores puderam observar que a amostra apresentou alta expressividade de
bcl-2, sendo mais forte a marcacdo no citoplasma de células epiteliais e células ductais.

Os autores ainda puderam ver que a marcagdo de bc/-2 em AP variou de moderada a
forte em 28 dos 31 casos, com média de 55,3. Sendo a marcagdo de bc/-2 predominante no
citoplasma de células ductais e algumas células mioepiteliais. De acordo com os resultados,
Ferreira et al (2014) sugeriram que a existéncia de um desequilibrio no sistema de controle da
apoptose em AP, gera o prolongamento da vida celular e imortalidade celular, acumulo de
mutacdo genética e desenvolvimento tumoral.

Manjunatha, Kumar ¢ Vandana Raghunath (2011) realizaram um estudo para avaliar e
comparar a expressdo imunoistoquimica da proteina bc/-2 em 50 tumores benignos e
malignos de glandulas salivares, sendo 9 APs, 3 mioepiteliomas, 2 adenomas canaliculares,
21 carcinomas adenoides cisticos, 11 CMEs e 4 adenocarcinomas. Os autores observaram que
72% da amostra imunoexpressou a bc/-2, distribuida essa marcagdo em 57% (8 de 14) de
tumores benignos, exceto nos adenomas canaliculares e em 78% (36) dos malignos, porém
sem diferenca estatisticamente significativa na expressdo da bcl-2 entre as neoplasias
benignas e malignas. Nos CME muitas células mucosas foram negativas, enquanto que as
células epidermoides e intermediarias foram usualmente positivas. Baseados nos resultados
obtidos os autores concluiram que a maior e mais intensa expressao imunoistoquimica da bc/-
2 em neoplasias malignas de glandulas salivares, sugere uma elevada taxa de sobrevivéncia de
células tumorais nessas lesoes.

Tendo em vista a escassez de informagdes na literatura analisando a expressdo ¢
influéncia de CXCL12 sobre MMP-9, bc/-2 ¢ o comportamento biologico em neoplasias
glandulares salivares, justifica-se a realizacdo de uma pesquisa correlacionando as
caracteristicas clinicas, histomorfologicas e imunoistoquimica de uma série de APs e CMEs,
no intuito de obter maiores informagdes que contribuam ao conhecimento do seu papel no

comportamento biologico e prognostico de tais neoplasias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo se propds a realizar uma analise clinica e histopatologica de APs e CMEs
e através da imunoistoquimica analisar a expressdao da CXCL12, MMP-9 ¢ Bcl-2 nas lesoes
citadas. Além de observar se exist alteragdes quali-quantitativas na expressao dessas proteinas
e relacdo com aspectos do comportamento bioldgico, como taxa de apoptose e invasdo

tumoral nas malignas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

# Determinar o perfil clinico e histopatologico de uma amostra de AP ¢ CME.

= Analisar se existe diferenga da expressao imunoistoquimica de CXCL12, MMP-9 e Bcl-2
em relacdo ao tipo de neoplasia de glandula salivar.

= Analisar se existe diferenga entre as caracteristicas histomorfologicas da amostra avaliada
e a expressdo imunoistoquimica das proteinas.

# Determinar se existe associagdo entre a expressdo imunoistoquimica das proteinas e o
grau histologico de malignidade do CME.

= Analisar se existe associagdo entre a expressdao imunoistoquimica da CXCLI2 com
expressdo da MMP-9 e Bcl-2 considerando a natureza benigna ou maligna da amostra

avaliada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi cadastrado na Base de Registros de Pesquisa envolvendo Seres
Humanos (Plataforma Brasil) e submetido & analise de seu contetdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) conforme anexo A, seu protocolo foi

aprovado sob numero do parecer 1.435.401.

3.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Este estudo foi de carater descritivo probabilistico correlacional entre as
caracteristicas clinico-histomorfologicas de uma série de Adenomas pleomorficos e
Carcinomas Mucoepidermoides, e a andlise qualitativa e semi-quantitativa da expressio
imunoistoquimica das proteinas CXCL12, MMP-9 e Bcl-2, no intuito de obter maiores
informagdes que contribuam ao conhecimento do papel de tais proteinas em relagdo ao

comportamento biologico das neoplasias acima citadas.

3.3 POPULACAO

Foram selecionados casos de AP ¢ CME do Hospital Napoledo Laureano, Jodo
Pessoa-PB; do Arquivo de Patologia Oral da Universidade Estadual da Paraiba, Campina
Grande-PB, do Laboratorio de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG,
Belo Horizonte-MG; do Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG (LPD-FOUFMG), Belo Horizonte-MG, da Associacao de Combate ao
Cancer Hospital Aratjo Jorge, Goiania-Go; e do Laboratorio de Patologia da Universidade

Federal do Goias, Goiania-Go.

3.4 AMOSTRA

A amostra foi de conveniéncia, sendo selecionados blocos provenientes de bidpsia
excisional, que apresentavam material suficiente para andlise e com diagndstico histologico

compativel com o estudo, sendo a amostra contituida de 30 APs e 30 CMEs.
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3.5 CRITERIOS DE SELECAO DA AMOSTRA

3.5.1 Critérios de inclusdo

= Foram incluidos espécimes provenientes de ressec¢do cirlrgica, biopsia
excisional de glandulas salivares maiores e menores cujos blocos em parafina
estivessem em bom estado ¢ com que quantidade suficiente de material para
analise;

# Foram incluidos os espécimes cujas fichas clinica estivessem devidamente

preenchidas.

3.5.2 Critérios de exclusao

= Foram excluidos os espécimes cujas fichas ndo estivessem devidamente

completas no referente aos dados clinicos dos pacientes.

3.6 COLETA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados clinicos coletados das fichas de biopsia constaram de género, idade, localizagio,
bem como presenga de metdstase em nodo, metastase a distancia e estagio clinico (TNM) de
acordo com os parametros elencados na sétima edi¢do da Classificacio TNM dos tumores

malignos (SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTERKIND, 2009).

3.7 ESTUDO HISTOMORFOLOGICO

Todos os espécimes foram fixados em formol a 10% e embebido em parafina. Para
analise microscopica foram analisados cortes de Sum corados em hematoxilina e eosina, e
reavaliados por dois pesquisadores quanto ao diagnostico histologico. A analise morfologica
foi realizada de acordo com os seguintes critérios: os casos de AP foram classificados de
acordo com Seifert et al (1976) como tipo classico (tipo I) os que apresentavam-se com cerca
de 50% de estroma e 50% de células; tipo estromal (tipo II) os casos com predominancia de

estroma; tipo celularizado (tipo III) que apresentavam predominio (70%) de células, e tipo
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monomorfico (tipo IV) os casos celularizados com arranjo predominante monomorfico das
células. Apos a classificagdo, a amostra foi dicotomizada, sendo o grupo A composto pelos
tipos I e Il e o grupo B composto pelos tipos III e IV, de acordo com Miranda Viana et al
(2013). Ainda os casos de CME foram classificados histomorfologicamente de acordo com
Brandwein et al (2001) onde foi avaliada a quantidade de componente cistico, fronte de
invasao, atipia nuclear, invasdo linfatica, vascular, neural e 6ssea, além de necrose ¢ nimero
de mitoses. Cada caracteristica apresenta um valor de escore que varia de 2 a 3 pontos, ao
final da soma dos escores o grau de maliginidade foi dado, O grau I apresenta valor 0, grau Il

varia de 2 a 3 pontos, e Grau III equivale a quatro ou mais pontos.

3.8 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

3.8.1 Método imunoistoquimico

Dos espécimes selecionados, fixados em formol a 10% e incluidos em parafina forao
obtidos cortes de 3 um de espessura que serdo estendidos em laminas de vidro previamente
preparadas com organosilano (3-aminopropyltrithoxy-silano, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA). Para os anticorpos monoclonais e policronais anti-CXCL12, anti-MMP-9 e anti-
bcl-2, foi utilizada a técnica da imunoperoxidase pelo método da imunoistoquimico da
Estreptoavidina-biotina (Novolink, Novocastra).

Os cortes foram desparafinados e submetidos a recuperacdo antigénica e incubados
com os anticorpos selecionados, de acordo com as especificagdes do fabricante. Para
inativagdo da peroxidase endogena, os cortes foram imersos em peroxido de hidrogénio. As
reagdes foram desenvolvidas com diaminobenzidina (Novolink, Novocastra) 0.03% como
cromoégeno e o material foi contra-corado com hematoxilina (Nonolink,Novocastra).

Para verificagdo da efetividade da técnica foram utilizados como controle positivo para
a CXCL12 cortes de Carcinoma de células escamosa. Para a MMP-9 o controle positivo foi
granuloma periapical e o controle positivo para o bcl-2 foi tecido de linfonodos. O controle
negativo para todas as analises foi obtido mediante a substitui¢do do anticorpo primario por

albumina de soro bovino a 1% (BSA — Bovine Serum Albumin) em solugdo tampao.
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A técnica da imunoperoxidadese baseado em polimeros de dextrano foi realizada

conforme os passos que s€ seguem:

» Desparafinizacdo através de 2 banhos em xilol, sendo o primeiro banho em uma
temperatura de 60°C durante 10 minutos, e o segundo em temperatura ambiente por um
periodo de 10 minutos.

» Rehidrata¢do em cadeia descendente de etanois;

+ Alcool absoluto I (5 min),
s Alcool absoluto II (5 min),
+ Alcool absoluto III (5 min),
s Alcool 95°GL (5 min),

= Alcool 70° GL (5 min),

» Lavagem do material em agua corrente por 10 minutos ¢ duas passagens por agua
destilada deionizada;

= Recuperagdo antigénica em solucdo de citrato pH 6,0 a temperatuda de 97,5° em banho
maria;

= Resfriamento dos cortes até atingir a temperatura ambiente;

# Passagem em dgua corrente durante 10 minutos;

» Imersdo em dgua destilada, 2 vezes, com tempo de 5 minutos cada;

# Incubacdo dos cortes, durante 5 minutos cada, em solu¢do de perdxido de hidrogénio para
o bloqueio da peroxidase endogena tecidual;

» Lavagem em 4gua corrente durante 10 minutos;

» Imersdo em dgua destilada, 2 vezes, com tempo de 5 minutos cada;

= Imersdo dos cortes em solucdo TBS, pH 7.4, por 2 vezes, durante 5 minutos cada;

# Incubacdo dos cortes com o anticorpo primdrio diluido conforme determinagdo do
fabricante, preparados com albumina bovina (BSA) a 1%;

= Lavagem em TBS, pH 7.4 2 trocas (5 minutos cada);

» Incubacido do Postprimary (Novlink,novocastra) por 30min;

= Incubagdo do Polymer (Novolink, Novocastra) por 45 min;

« Lavagem em TBS, pH 7.4— 2 trocas (5 minutos cada)

» Aplicacdo do agente cromogeno diaminobenzidina (DAB), durante 7 minutos;

« Lavagem em agua corrente e dgua destilada durante 10 minutos;

»  Contracoloragao utilizando hematoxilina (Novolink, Novocastra) durante 7 minutos;
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» Desidratacdo em cadeia ascendente de etanois:
+ Alcool 80° GL (3 minutos),
s Alcool 95° GL (3 minutos),
« Alcool absoluto I (3 minutos),
s Alcool absoluto II(3 minutos),
« Alcool absoluto IIT (3 minutos),
+ Alcool absoluto IV (3 minutos),
» Imersdo em xilol I (2 minutos);
# Imersdao em xilol IT (2 minutos);
» Imersdo em xilol III (2minutos);

» Montagem em resina Permount (Fisher Sientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

3.7.2 ANALISE DO PERFIL IMUNOISTOQUIMICO

A andlise imunoistoquimica foi realizada por um examinador previamente treinado.
Os cortes histologicos foram examinados por microscopia de luz (Leica DM 500, Leica
Microsystems VertriecbGmbH, Wetzlar, DE) sob aumento de 200x para identificacdo de 10
campos com maior celularidade, as areas foram fotomicrografadas (ICC S50HD, Leica
Microsystems VertriebGmbH) no aumento de 400x. As imagens obtidas foram transferidas
para um computador, com o auxilio do AxioVisioRel 4.8
O ntmero de células positivas e negativas foi determinado em cada campo
microscopicopormeio do programa ImagedJ® (Imaging Processing and Analysis in Java,
National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), permitindo o posterior
célculo do percentual (Indece de Positividade) de células imunomarcadas em relagio ao
numero total, adaptando assim, a técnica preconizada por Oliveira et al (2014). Para a
analise do CXCL12 foi considerada marcagao positiva citoplasmatica e/ou nuclear, para o bcl-

2 marcagao citoplasmatica e/ou nuclear e, para 0 MMP-9 marcagao citoplasmatica.

Numero de células positivas X 100

IP =

1000 células aleatorias
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as analises clinicas, morfologicas e imunoistoquimicas
foram organizados em um banco de dados informatizado com o auxilio do programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (versdao 20.0; IBM Corp., Armonk, NY,
USA), no qual foram realizadas as analises estatisticas.

Para a caracterizagdo da amostra, valores médios e percentuais foram estabelecidos
por meio de andlise estatistica descritiva. Os dados obtidos com as andlises das
imunoexpressoes do Bcl-2 e do CXCL-12 foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, o qual revelou auséncia de distribuicdo normal. Dessa forma, possiveis diferencas
nas medianas dos percentuais de positividade para essas proteinas, entre adenomas
pleomorficos e carcinomas mucoepidermoides, foram avaliadas por meio do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. De maneira similar, as comparacdes das medianas dos
percentuais de positividade para Bel-2 e CXCL-12 em relacdo aos parametros clinico-
morfologicos (tipo de glandula salivar, estagio clinico, subtipo histopatologico dos adenomas
pleomorficos e grau histopatologico de malignidade dos carcinomas mucoepidermoides)
foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Possiveis correlacdes
entre as imunoexpressoes de Bcl-2 e CXCL-12 foram avaliadas pelo teste de correlacdo de
Spearman. Em virtude do pequeno niimero de casos imunopositivos para MMP-9, os dados
obtidos com esta avaliagdo foram submetidos apenas a analise estatistica descritiva. Para

todos os testes, foi considerado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificacdo
pelo Programa de Pos-Graduagdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execu¢do
desse projeto, um artigo sera apresentado nessa dissertagdo sob o titulo de “Imunoexpressao

de CXL12, Bcl-2 e MMP-9 em Adenoma pleomorfico e Carcinoma mucoepidermoide”.

O referido artigo sera submetido ao periodico Journal of Oral Pathology and Medicine
(ISSN: 1600-0714, Fator de impacto: 1.926, Qualis Odontologia A2), cujas normas para

submissdo de trabalhos se encontram no Anexo B.
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RESUMO

Introducdo: As citocinas pro-inflamatorias ou quimiocinas sdo importantes reguladores das
interagdes ¢ adesdes celulares. A quimiocina CXCLI12 (C-X-C motif chemokine ligand 1)
liga-se principalmente ao receptor CXCR4, regulando sinalizagdes intracelulares, através de
varias vias, relacionadas a eventos importantes na tumorigénese como a quimiotaxia,
proliferagdo e sobrevivéncia celular, angiogénese, invasdo e metastase. Este estudo objetivou
pesquisar a relagdo da expressdo da CXCLI12 com Bcl-2 ¢ MMP-9 em neoplasias de
glandulas salivares. Métodos: Em 30 adenomas pleomorficos (AP) e 30 carcinomas
mucoepidermoides (CME) foram coletados dados clinico-patoldgicos os quais foram
analisados em relagdo a expressdo imunistoquimica, por meio do método estreptovidina-
biotina peroxidase, dos anticorpos CXCL12, Bcl-2 e MMP-9. Resultados: observou-se maior
expressao da CXCL12 no CME do que no AP (p = 0,007), enquanto que em AP houve maior
expressao de Bcl-2 (p=0,037). A MMP-9 foi negativa na maioria dos casos da amostra.
Conclusdo: Conclui-se que a expressao da CXCL12 ndo parece estar associada com a Bcl-2 e
MMP-9. A quimioquina pode ser relacionada com a patogénese de carcinomas
mucoepidermoides, ao passo que a proteina Bcl-2 pode ser relacionada com a patogénese de
adenomas pleomorficos. A MMP-9 ndo parece exercer um papel na patogenia da amostra
avaliada.

Keywords: CXCL12, gene bcl-2, MMP-9, adenoma pleomorfico, carcinoma

mucoepidermoide
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INTRODUCAO

As neoplasias de glandulas salivares tém patogénese incerta, porém acredita-se que
fatores como radiagdo ionizante, virus, radiagdo ultravioleta, dlcool e tabaco tenham algum
papel na sua etiologia. Tumores de glandulas salivares sdo lesdes raras, representando menos
de 5% dos tumores da regido de cabega e pescogo. Dentre as mais comuns pode-se observar o
Adenoma Pleomorfico (AP) e Carcinoma Mucoepidermoide (CME) 123

O Adenoma pleomorfico € composto por uma variedade de células epiteliais e células
mioepiteliais entremeadas com o estroma de natureza variavel. Possui crescimento lento,
assintomatico e acomete principalmente a glandula parétida. Além de apresentar uma taxa
varidvel de recorréncia’. O carcinoma mucoepidermoide ¢ caracterizado pela presenca de
células epidermoides, intermediarias e mucosas. Acomete em geral a glandula parotida, o
comportamento biologico ¢ varidvel, e este esta relacionado a gradagdo morfologica, tendo
como consequéncia a variagdo do tratamento e prognostico’. A medida que o curso clinico e
desfecho final de muitos pacientes acometidos por neoplasia de glandula salivar ndo podem
ser previstos com seguranca baseado nas caracteristicas histopatologicas e clinicas, ¢ de
grande valia o uso de marcadores de progndstico que visem a melhor caracterizagdo do
comportamento tumoral, identificacio do perfil de pacientes e fisiopatologia da doenga ®7 .

Nesse contexto, as quimiocinas ou citocinas pro-inflamatorias quimioatrativas
representam importantes reguladores das interagdes e adesdes celulares. Dentre tais
quimiocinas cita-se a Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) ou CXCL12, a qual possui como

receptor principal a proteina CXCR4>*'*!!

O CXCLI12 liga-se ao seu receptor
transmembranar CXCR4, este ¢ acoplado a uma proteina G participando de uma intrincada
cadeia de proteinas sinalizadoras e pode promover eventos celulares como a alteragdes na
morfologia celular, respostas quimiotdticas, a reorganizacdo do citoesqueleto, migragdo
celular e regulagdo da sobrevida celular'’.

Relata-se que, em alguns tipos de neoplasias, a expressdo do CXCL12/CXCR4 esta
envolvida no aumento da sobrevida celular neoplasica através da promogao da superexpressao
de proteinas anti-apoptoticas. Além disso, sua expressdo tem sido associada a invasdo tumoral
através da ativagio e expressio da MMP-9'%,

Nesse contexto, ¢ provavel que tais proteinas possam desempenhar papel na
progressao de necoplasias de glandula salivar, portanto, considerando que ndo existem

informacgdes na literatura analisando a expressao de CXCL12, Bcl-2 e MMP-9 em neoplasia

de glandula salivar, justificou-se a realiza¢do deste estudo de carater descritivo probabilistico
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correlacional entre as caracteristicas clinico-histomorfoldgicas de uma série de adenomas
pleomorficos e carcinomas mucoepiderméides e a expressdo imunoistoquimica dessas
proteinas, no intuito de obter informagdes a respeito dos mecanismos Ireacionados ao

comportamento biologico de tais neoplasias.
MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da
Paraiba sob o parecer de nimero 1.435.401.

Foram selecionados casos de AP e CME do Hospital Napoledo Laureano, Jodo
Pessoa-PB; do Arquivo de Patologia Oral da Universidade Estadual da Paraiba, Campina
Grande-PB, do Laboratorio de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG,
Belo Horizonte-MG; do Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG (LPD-FOUFMG), Belo Horizonte-MG, da Associacdo de Combate ao
Cancer Hospital Aratjo Jorge, Goiania-Go; e do Laboratorio de Patologia da Universidade
Federal do Goias, Goiania-Go.

A amostra foi de conveniéncia, sendo selecionados blocos provenientes de bidpsia
excisional, que apresentavam material suficiente para andlise e com diagnostico histologico
compativel com o estudo. Os dados clinicos coletados das fichas de biopsia constaram de
género, idade, localizagdo, bem como estagio clinico (TNM).

Todos os espécimes foram fixados em formol a 10% e embebido em parafina. Para
analise microscopica foram analisados cortes de Sum corados em hematoxilina e eosina, e
reavaliados por dois pesquisadores quanto ao diagnostico histologico. A analise morfoldgica
dos APs foi realizada de acordo com os critérios de Seifert et al'*: em tipo classico (tipo I) os
que apresentavam-se com cerca de 50% de estroma e 50% de células; tipo estromal (tipo II)
os casos com predomindncia de estroma; tipo celularizado (tipo III) que apresentavam
predominio (70%) de células, e tipo monomorfico (tipo IV) os casos celularizados com
arranjo predominante monomorfico das células. Apos a classificagdo, a amostra foi

dicotomizada de acordo com Miranda Viana et al'*

, sendo o grupo A composto pelos tipos I ¢
II e o grupo B composto pelos tipos III e IV. Os casos de CME foram classificados
histomorfologicamente de acordo com Brandwein et al’ onde foi avaliado o componente
cistico, fronte de invasao, atipia nuclear, invasdo linfatica, vascular, neural e d0ssea, além de

necrose ¢ nimero de mitoses. Cada caracteristica apresenta um valor de escore que varia de 2
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a 3 pontos, ao final da soma dos escores o grau de maliginidade foi dado, O grau I apresenta
valor 0, grau Il varia de 2 a 3 pontos, e Grau III equivale a quatro ou mais pontos.

Os espécimes incluidos em parafinas foram cortados a 3um de espessura e coletados
por laminas de vidro revestidas por organosilano a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.,USA),
foram diafanizadas em xilol e reidratados em alcool. A recuperagdo antigénica foi realizada
em citrato, pH 6,0 a 97,5°C em banho maria. A atividade da perosidase endogena foi
bloqueada pelo perdxido de hidrogénio a 3% (NovolinkTM, Novocastra) por 5 minutos.
Seguiu-se a incubagdo sem solucdo proteinblock (Novolink™, Novocastra) por 5 minutos. Os
cortes foram imersos em solucdo de citrato (pH 7.4) por 30 minutos em 97,5°C para
recuperacdo antigénica. Apos a lavagem em TBS os anticorpos primarios SDF-1 (FL-93,
1:150, Santa Cruz Biotchenology), MMP-9 (EP1254, 1:1000, Abcam) e Bcl-2 (124,1:100,
Dako) foram incubados 4°C em cadmara imida overnight. Seguiu-se a lavagem em TBS, e
todos os casos foram submetidos a técnica imunoistoquimica da imunoperoxidase baseada em
polimeros de dextrano (NovolinkTM, Novocastra, USA). Os cortes foram incubados em
3,3’diaminobenzidine em solugdo cromogena (NovolinkTM, Novocastra) por 5Smin em
temperatura ambiente. E contra-corados em hematoxilina (Nonovlink™, Novocastra) e
seguiu-se a desidratacdo, diafaniza¢do e montagem. Os controles negativos foram obtidos por
meio da omissdo do anticorpo primdrio, com substituicdo por 1% PBS-BSA. Cortes de
linfonodos representaram o controle positivo para SDF-1 e Bcl-2 e, granulomas periapicais
para MMP-9.

A analise imunoistoquimica foi realizada por um examinador previamente treinado.
Os cortes histologicos foram examinados por microscopia de luz (Leica DM 500, Leica
Microsystems VertriebGmbH, Wetzlar, DE) sob aumento de 200x para identificacdo de 10
campos de maior celularidade, as areas foram fotomicrografadas (ICC 50HD, Leica
Microsystems Vertrieb Gmb H) no aumento de 400x. As imagens obtidas foram transferidas
para um computador, com o auxilio do AxioVisio Rel 4.8

O ntmero de células positivas e negativas foi determinado em cada campo
microscopico por meio do programa /mageJ® (/maging Processing and Analysis in Java,
National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), permitindo o posterior
calculo do percentual de células positivas em relagdo ao nimero total. Para a analise do
CXCLI12 foi considerada marcagdo positiva citoplasmatica e/ou nuclear, para o Bcl-2
marcacao citoplasmatica e/ou nuclear e, para 0 MMP-9 marcacao citoplasmatica.

Os resultados obtidos com as analises clinicas, morfologicas e imunoistoquimicas

foram organizados em um banco de dados informatizado com o auxilio do programa
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Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (versao 20.0; IBM Corp., Armonk, NY,
USA), no qual Fojram realizadas as andlises estatisticas.

Para a caracterizacdo da amostra, valores médios e percentuais foram estabelecidos
por meio de andlise estatistica descritiva. Os dados obtidos com as andlises das
imunoexpressoes da CXCL-12 e da Bcl-2 foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, o qual revelou auséncia de distribuigdo normal. Dessa forma, possiveis diferencgas
nas medianas dos percentuais de positividade para essas proteinas, entre adenomas
pleomorficos e carcinomas mucoepidermoides, foram avaliadas por meio do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. De maneira similar, as comparagdes das medianas dos
percentuais de positividade para CXCL-12 e Bcl-2 em relagdo aos parametros clinico-
morfologicos (tipo de glandula salivar, estagio clinico, subtipo histopatologico dos adenomas
pleomorficos e grau histopatologico de malignidade dos carcinomas mucoepidermoides)
foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Possiveis correlacdes entre as imunoexpressdes de CXCL-12 e Bcl-2 foram
avaliadas pelo teste de correlagdo de Spearman. Em virtude do pequeno nimero de casos
imunopositivos para MMP-9, os dados obtidos com esta avaliagao foram submetidos apenas a
analise estatistica descritiva. Para todos os testes, foi considerado o nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

RESULTADOS

A amostra consistiu de 30 AP e 30 CME provenientes de excisdo cirlrgica,
possibilitando analisar o espécime por inteiro, inclusive o fronte de invasdo. Quanto ao sexo,
pode-se observar que houve predominio do sexo feminino para as duas lesdes, 22 no (73.3%)
AP e 17 (56.7%) no CME. A idade média foi 45,67 (DP = 19,057) e 54,3 (DP = 21,717) anos
para os APs e CMEs, consecutivamente. O local mais acometido pelas duas lesoes foi a regido
de palato 13 (43,3%) e 14 (46,7%), seguida pela glandula parétida 11 (36,7%) e 9 (30%) no
AP e CME, respectivamente, pode-se observar as demais regides acometidas na tabela de
nimero 1 e 2.

Em relacdo a classificacdo de Seifert et al' ¢ dicotomizagdo de Miranda Viana et al'
nota-se o predominio dos casos classificados no grupo A 19 casos (63,3%), seguido por 11
(36,7%) casos no grupo B. Em relagdo a classificacdo de Brandwein et al’ para CMEs
observou-se o predominio de grau III, 13 (43,3%), seguido pelos de grau II, 9 (30%) e grau I
8 (26,7%). Em relagdo ao T (tamanho do tumor), o mais comum foi o T2, seguido pelo T1, T3
e T4, com 14 (46,7%), 8 (26,7%,), 5 (16,7%) e 3 (10%) casos, respectivamente. Quanto ao N
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(nodo linfonodais palpaveis) 24 (88,9%) mostraram-se negativos ¢ 3 (11,1%) apresentaram
metastase linfonodal ipsilateral até 3cm. A metdstase a distancia esteve presente em apenas
um caso (3,7%), enquanto 26 (96,3%) estavam livres. Em relagdo ao estagio clinico (TNM), o
estagio Il foi o mais comum com 10 (37%) casos, seguido por 8 (29,6%) no estagio I, 5
(19,5%) estagio III e 4 (14,8%) no estagio IV; e em 3 pacientes ndo foi possivel obter os
dados.

Na analise imunoistoquimica dos APs, observou-se 29 casos positivos para CXCL12,
30 para Bcel-2 e 3 para MMP-9. Em geral, com moderada imunoexpressao
citoplasmatica/nuclear, difusamente distribuida nas células das estruturas ductiformes,
corddes/ilha e lengodis/solido para CXCLI2 e Bcl-2 (figuras 1A e 1C) e moderada
imunoexpressao citoplasmatica, predominantemente focal em células luminais de estruturas
ductiformes para a MMP-9 (Figura 2B), além de o infiltrado inflamatoério exibir
imunoexpressao (Figura 2C). A mediana dos casos positivos foi de 81.80 (23.3 —95.9), 91.20
(86.88 — 91.2) para CXCLI12 e Bcl-2, respectivamente, e média de 46.3 (38 — 54) para MMP-
9. Nos APs houve maior expressdo de CXCL12 nas glandulas salivares maiores 96.1 (0 —
99.6) em relagdo as menores 90.2 (28.7 — 99.3). Em relagdo ao morfologico ha um discreto
aumento da expressdo de CXCL12 no grupo A 92.3 (0 — 99.6) comparado ao B 90.6 (49.9 —
99.3). Pode-se obsevar expressao da Bcl-2 foi semelhante em glandulas salivares maiores e
menores, 82.2 (42.7 — 94.7), 81.50 (23.3 — 95.9), respectivamente. A expressao mostra-se
analoga entre os tipos morfologicos A 81.5 (23.3 —95.5) ¢ B 82.1 (62.6 — 94.7). Em relagdo a
expressao da MMP-9, nota-se que apenas trés foram positivos, sendo um em glandula salivar
maior, classificado morfologicamente no grupo A, e dois em glandulas salivares menores
classificados no grupo B.

Os CMEs mostraram-se, em sua totalidade, positivos para o CXCL12 e Bcl-2 (figuras
IB e 1D), com moderada imunoexpressao citoplasmatica/nuclear, difusamente distribuida,
predominantemente nas células epiteliais e intermediarias do que nas células mucosas e
apenas 8 casos expressaram MMP-9 (figura 2D), cuja marcacdo foi citoplasmatica,
predominantemente em células epiteliais luminais de estruturas ductiformes, esporadicas
células claras e nas células do infiltrado inflamatorio (figura 2C). A mediana do indice de
positividade entre os marcadores também variou 97,25 (80,9 — 100), 66,15 (12,4 — 99,4) para
CXCLI12 e Bcl-2, respectivamente, ¢ a média da MMP-9 foi de 39,62 (23 — 63).

Nos CMEs ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a expressdo de
CXCLI12 em glandulas salivares maiores ¢ menores 96.9 (80.9 — 98.9) e 97.4 (87 — 100).

Quanto ao grau de malignidade vé-se um valor ligeiramente mais alto para os graus [ e I1 97.7
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(92.4 — 99.6) comparado ao grau III 95.4 (80.9 — 100). De forma idéntica hd um discreto
aumento de expressdo nos estagios I e II 97.25 (80.9 — 100) comparado ao estagio III e IV
95.4 (88.8-99.1).

Para a Bcl-2 observou-se um aumento da expressdo nos casos de glandula salivar
menor 68 (12.4 — 99.4), comparado a glandula maior 56.8 (32.8 — 79.3). Quando se observa o
grau de malignidade em funcdo da marcacdo, nota-se um valor superior nos casos de Grau I e
1168 (32.8 —99.4) em relagdo ao grau III 60.8 (12.4 — 83.7). Em relacao ao estagio clinico ndo
houve diferengas significativas para Bcl-2 nos estagios 1 e I1 67.35 (12.4 —99.4) e estagio Il e
IV 65.6 (40.2 —79.3).

No tocante a expressdao da MMP-9 verificou-se que a imunoexpressdo ocorreu em 4
CMEs de glandulas salivares maiores e 4 de menores. Quanto ao grau de malignidade, 5 casos
foram classificados com o grau I, 2 casos como III € 1 caso como I. Em fungdo do estagio
clinico observou-se que os CMEs positivos (7 casos) foram classificados em estagio I e II,
enquanto apenas um caso com estagio Il e IV. Os dados referentes a imunoexpressao da
CXCLI12 e Bcl-2 encontram-se dispostos na tabela 3 e, MMP-9 na tabela 4.

A analise da correlagdo entre a expressdo de CXCL12 e os tipos de neoplasia por meio
do teste de Sperman mostrou uma associagdo significativa (p=0,001). Também foi observada
entre a expressdo de Bcl-2 e APs e CMEs (p=0,031), conforme dispostos na tabela 5. Nao
houve associagdo estatisticamente significativa da CXCL12 e Bcl-2 com relacdo aos
parametros clinicos e morfoldgicos. Diante do niimero limitado de casos positivos para MMP-

9 apenas foi possivel fazer analise descritiva.
DISCUSSAO

As neoplasias de glandulas salivares apresentam grande diversidade morfologica que
muitas vezes tornam dificil o estabelecimento do diagnostico e predi¢do do comportamento
biologico". O adenoma pleomérfico ¢ a neoplasia benigna mais comum, com predilecio pela
parétida. E marcada pelo crescimento lento e assintomatico, por vezes alcangando grandes
propor¢des. O carcinoma mucoepidermoide representa a neoplasia maligna mais comum, a
maioria dos casos acomete a patotida, seguido do palato. Em geral possui comportamento
biolégico varidvel e quadro histopatolégico diverso’. Dessa forma, reveste-se de importancia
o uso de biomarcadores que possam ser usados no diagnostico, prognostico e possivel

planejamento terapéutico**
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No presente estudo os APs e CMEs acometeram em geral pacientes do sexo femino. O
AP ocorreu em faixa etaria menor, comparado ao CME”. No que se refere a localizacdo, os
achados dessa pesquisa mostram que o local mais acometido foi a regido de palato,
semelhante aos estudos de Ferreira et al'®,  Miranda Viana et al'* e Bernardes et al'’,

entretanto, diferente de das Neves et al'®

que encontrou a glandula parétida como localizagdo
de maior predile¢cdo. Em concordancia com a literatura cléssica, os APs exibiram o arranjo
classico como predominantes na amostra'™'®. Em relacio ao histopatologico dos CMEs, nesse
estudo observa-se que houve predominio dos casos de maior grau de malignidade, porém sem

1" teve em

diferengas significativas entre as demais gradagdes. Enquanto que Bernardes et a
sua maioria tumores de baixo grau de malignidade.

No presente estudo observou-se a expressdo da CXCL12 em células de AP ¢ CME de
glandulas salivares. A quimiocina alvo tem sido estudada em divervas neoplasias como
mama, ovarios e coloretal, porém poucos estudos tém avaliado seu papel nas neoplasias de
glandula salivar, e nenhum analisando a relagdo da quimiocina sobre a sobrevida celular e
capacidade de degracdo de matriz extracelular ***'.

A ligagao da CXCL12 ao seu receptor CXCR4 induz o aumento de calcio intracelular,
iniciando a geragdo de sinais relacionados com diversos eventos da progressao tumoral, como
proliferacdo, diferenciagcdo, sobrevivéncia celular, quimiotaxia, metastase e a transcricao
génica®”'*"". Nesse sentindo este estudo buscou analisar e correlacionar a expressio de
CXCLI12, Bcl-2 ¢ MMP-9 sobre o comportamento bioldégico de duas neoplasias de
comportamento biologicos distintos.

Analisando a expressdao de CXCL12 em APs nota-se que a maioria da amostra exibiu
alta expressdo da proteina. Sendo os tipos morfologicos classico/estromal os que
apresentaram maior indice de imunoexpressio. Seifert et al'® sugerem que APs com maior
quantidade de estroma sdo associados a maior risco de recorréncia, ja que podem apresentar
ilhas e corddes epiteliais que invadem areas em que a cépsula esteja descontinua. Nesse
contexto, sugere-se que CXCLI2, por possuir capacidade quimiotatica, poderia exercer
atracdo dessas células em direcdo as areas externas da capsula®’.

Em relagdo aos CMEs observou-se que os 30 casos apresentam alta imunoexpressao
da CXCLI12. Neoplasias de menor grau de malignidade e melhor estagio clinico apresentaram
discreto aumento do percentual de positividade. Os casos que apresentaram pior estagio
clinico, incluindo presenca de metastase, ndo exibiram diferenca da expressdo em relacdo aos

121

demais casos. Resultados condizentes com os obtidos por Wen et al =, por meio de cultura de

duas linhagens celulares de carcinoma mucoepidermoide, encontraram niveis aproximados de
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expressao de CXCL12. Além disso, verificaram que o receptor CXCR4 exibiu expressao
significativamente maior nas células mestataticas. Dessa forma, os autores sugeriram que o
pior comportamento biologico estaria relacionado com ativagao da via CXCL12/CXCRA4.

No presente estudo a ocorréncia de correlagao entre a expressdo de CXCLI12 nas duas
neoplasias analisadas leva a concordar com Hernandez-Lopez et al”, inferindo que
possivelmente essa proteina estaria exercendo algum papel fundamental no desenvolvimento
desses tumores, regulando eventos celulares importantes para a sua patogenia e
comportamento biologico. Provavelmente no AP essa quimiocina estaria envolvida nos
mecanismos de relacionados a manutengdo de uma populagdo célular que garanta o
crescimento tumoral, enquanto que no CME poderia estar envolvido em alguma via de
sinalizagdo que permita a proliferagdo e¢ aumento da sobrevida celular, favorecendo a
progressdo tumoral. O aumento da sobrevida celular esta ligado a inibicdo da apoptose,
considerado importante para o processo de tumorigénese e a recente caracterizagdo de
numerosas proteinas reguladoras desse evento celular esta fornecendo subsidios para a
identificagcdo de potenciais alvos de terapias moleculares contra o cancer. Dentre as proteinas
envolvidas no processo de apoptose, destaca-se a Bax com agdo pro-apoptotica ¢ a Bel-2
caracterizada pela agiio supressora da morte celular 2 **%,

Os APs apresentaram alta expressdao de Bcl-2, corroborando com os achados do estudo
de Miranda Viana et al'* que ao analisar a apoptose em 35 APs por meio da expressdo de Bcl-
2, verificaram que 77,1% da amostra apresentou imunoexpressao. Além disso, em ambos os
estudos a maioria dos casos imunopositivos eram dos tipos morfologicos classico e estromal,
inclusive sem associagdo significativa entre tais varidveis, podendo-se sugerir que a Bcl-2
poderia estar exercendo algum papel no controle da taxa de sobrevida celular, mediante a
inibicdo da apoptose, permitindo a manutencdo da populagdo celular responsavel pela
integridade estrutural do tumor.

1'° a0 avaliar diversas proteinas numa

Além do antes citado, o estudo de Ferreira et a
amostra de APs, incluindo a Bcl-2, observaram um indice de positividade variando de
moderado a alto em 28 dos 31 APs. Ainda foi analisada a relacdo da expressao de Bcl-2/Bax
como parametro da atividade apoptotica, verificando alta expressao de Bel-2 (anti-apoptotica)
em relagdo a expressao de Bax (apoptotica), concluindo que as mesmas poderiam estar
envolvidas numa desregulagdo na atividade apoptoética na patogenia desse tipo de neoplasia,
através do aumento da sobrevida celular e provavelmente, pelo acumulo de alteracdes

genéticas que promoveriam a perpetuacdo celular e consequentemente, o desenvolvimento

tumoral. Essa pesquisa ndo avaliou a Bax, no entanto, baseado nos resultados obtidos pode-se
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sugerir que a Bcl-2 pode exercer papel preponderantemente anti-apoptotico nas células dos
APs aqui avaliados, estas hipotese também ¢ sustentada pelos resutados do estudo de
Manjunatha et al*®,

Em contrapartida Gordon-Nufiez et al %’ , por meio da analise de Bcl-2, PCNA e p53
em APs, observaram que 63,1% da amostra foi negativa para a Bcl-2 e os demais casos
ixibiram baixa imunopositividade. Os autores puderam observar correlacdo entre PCNA ¢
Bcl-2, concluindo que tais proteinas estdo envolvidas num papel concomitante de intensa
atividade proliferativa e uma consideravel taxa de morte celular, caracteristicas esperadas para
o comportamento bioldgico de neoplasia benigna como o AP. Considerando os dados
conflitantes, ¢ possivel que o AP se comporte de maneira variada, em momentos exiba uma
intensa atividade apoptotica e proliferativa, enquanto em outros uma maior atividade anti-
apoptotica acompanhada de menor atividade mitdtica.

Os APs mostraram-se positivos para Bel-2 e CXCL12, no entanto, sem associagdo
estatisticamente significativa, sugerindo que uma nao ¢ expressa da mesma forma que a outra.
Nesse contexto, sugere-se que, em neoplasias glandulares salivares, a CXCL12 ndo atuaria na
expressao da Bcl-2 e, portanto ndo esta envolvida na patogénese da lesdo. No entanto, estudos
1% 1% ¢ Yano et al ¥

com outros tipos celulares como o de Herndndez-Lopez et al **, Mao et a

mostram que a quimiona estd envolvida na atividade anti-apoptodtica, por meio de outras
viag?228:29.

Quanto a imunoexpressao de Bcl-2 nos CMEs, a maior imunoexpressao dessa proteina
nos casos de menor gradacdo histopatologica (I e II) e de melhor estadiamento clinico
corroboram os resultados obtidos por AL-Rawi et al** e Janjua et al*® ao analisarem amostras
de CMEs, verificando-se maior positividade para a Bcl-2 em tumores predominantemente de
baixo grau de malignidade. Baseado nesse fato ¢ plausivel sugerir que a expressao da Bel-2
parece estar associada a neoplasias de glandula salivar de melhor comportamento biologico.
Além de que a manutengdo da viabilidade celular garantiria o tamanho tumoral e ndo
necessariamente influencie a agressividade, e nesses casos a expressdo poderia ser
considerada fator de melhor prognostico.

A diferenga significativa da expressdo da Bcl-2 entre os tipos de neoplasia neste
estudo, corrobora com os dados obtidos por Atarbashi et al*’, desse modo, pode-se inferir que
a Bcl-2 seria fundamental para patogénese (inibi¢do da apoptose e sobrevivéncia das células
tumorais) dos APs, e em relagdo aos CMEs reforcando o antes citado, de que a Bcl-2 teria
acdo na manutencdo do tamanho do tumor e pode estar associada aos casos de melhor

comportamento biologico.



52

Os CMEs foram imunopositivos tanto para CXCL12, quanto para Bcl-2, porém sem
correlagdo significativa, ja que a expressdao de CXCLI12 manteve-se, em geral, constante
diferente da Bcl-2. De forma analoga os APs expressaram as duas proteinas, sem associagao
significativa. Tais resultados levam a sugerir que a CXCLI12 estaria realizando fungao
importante na patogenia dessa lesdo. Porém nao esta relacionado ao processo anti-apoptotico
por meio da expressao da Bcl-2.

Um dos eventos marcantes na progressao tumoral relaciona-se a capacidade de
migracdo, invasdo e metastase. A ligagdo da CXCLI12 ao seu receptor além de atuar na
proliferagdo celular, angiogénese, implica também na metistase de muitos tipos de
neoplasias®” *'*?. A capidade de tumorigénse das quimiocinas em neoplasia de glandula
salivar ndo esta clara. Nesse contexto, destaca-se o papel da CXCLI12 e sua interagdo com as
metaloproteinases de matriz (MMP), em especial da MMP-9 que degrada colageno IV da
lamina basal, podendo esse evento, ter relevancia na invasao das neoplasias3 435,

Em relagdo a possivel influéncia da CXCL12 na migra¢do e invasdo realizou-se a
analise da expressaio da MMP-9 em APs ¢ CMEs. Descritivamente observou-se que a
imunoexpressao dessa MM-9 ocorreu em apenas 3 dos 30 APs. Dois localizados em palato e
um em pardtida, classificados como cléssico/estromal e celualrizado, respectivamente. Os trés
tumores apresentaram alta imunoexpressdao para Bcl-2 e CXCL12. Ratificando os achados
gerais da expressio da MMP-9 em AP deste estudo, Falcdo et al*® observaram que estas
células expressaram MMP-9 na forma latente, enquanto que expressaram MMP-2 na forma
latente e ativa. Dessa forma, acredita-se que, embora o tamanho reduzido da amostra nao
permita extrapolar inferéncias, a MMP-9 nio estaria envolvida na patogenia dessa neoplasia.

No tocante a imunoepressao de MMP-9 em CMEs aqui avaliados o tamanho reduzido
da amostra tampouco permitiu estabelecer possivel associacdo entre a imunoexpressdo da
MMP-9 com o estagio clinico, grau de malignidade e imunoexpressdo de CXCLI12.
Descritivamente constatou-se que os resultados discordam da literatura, dando énfase em
estudos como o de De Vicente et al*®, que avaliaram o papel dessa MMP em carcinomas
adendides cisticos, tumores mistos malignos e carcinomas indiferenciados de glandulas
salivares observaram que a maioria dos tumores com metastase a distancia exibiu
imunopositividade para essa proteina nas células tumorais e nas células do infiltrado
inflamatorio, sendo associada ao estagio TNM das lesoes, sugerindo, segundo os autores, que
a expressdo da MMP-9 poderia ser considerada fator prognodstico para baixa sobrevida do

paciente pelo seu possivel papel na invasividade celular neoplasica.
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Corroborando os achados gerais da presente pesquisa, Mardami et al’®

por meio de
saliva de pacientes acometidos por neoplasia de glandulas salivares e pacientes saudaveis,
determinou o nivel de MMP-9, observando que o coeficiente de MMP-9 foi
significativamente maior em pacientes saudaveis do que os acometidos por neoplasia.
Considerando apenas os portadores de neoplasias, os autores verificaram que os acometidos
por neoplasia maligna apresentaram maior nivel d¢ MMP-9 na saliva que os acometidos por
neoplasias benignas, porém sem diferenga significativa. Baseados nesses resultados
concluiram que ¢é possivel que o nivel de MMP-9 sofra alteracdo conforme a progressdo
tumoral. Além de sugerir que a proteina tenha predominantemente fun¢do da modelagdo de
matriz em glandulas normais.

Analisando a expressaio de MMP-9 em CMEs, verificou-se que 0s casos com
marcacdo para MMP-9 (Tabela 4) foram também positivos para CXC12. Embora nao
houvesse correlagcdo entre as proteinas, a CXCLI12 poderia estar exercendo influencia no
papel da MMP-9. Ou que por outro lado, o fato da CXCL12 estar expressa em todos os
CMEs, enquanto que a MMP-9 apenas em uma parcela da amostra, pode sugerir que os casos
que foram positivos para MMP-9 apresentaram ligagdo do CXCL12 ao CXCR4 ¢ assim
desencadeado a via de sinalizacdo para metastase, sem necessariamente haver metdstase ja
que as neoplasias foram classificadas como grau II de malignidade e estagio clinico I/Il. E
dessa forma, os casos que ndo apresentaram MMP-9 puderam ter a via bloqueada, seja pela
ligagdo do receptor a um antagonista ou por algum inibidor na complexa via de sinalizacao.
Diante dos CMEs que apresentaram metastase, nota-se que expressaram CXCL12, mas nao a
MMP-9. Sugere-se que para o evento de metéstase,as neoplasias tenham utilizado outra
proteina que ndo a MMP-9. Ou pode-se ainda inferir, que apenas as células que metastasiaram
e chegaram ao tumor secundario apresentem tal propriedade e expressam MMP-9, enquanto
que a populagdo celular que permaneceu no tumor primario perderia a propriedade de
expressao. Infelizmente nesta pesquisa ndo dispomos de amostras de tumores metastaticos dos
pacientes para sustentar tal hipotese, porém, seriam importantes maiores estudos com esse
intuito.

Em conclusdo verificou-se que o CXL12 e Bcl-2 estdo expressos em niveis diferentes
nas duas neoplasias estudadas. Sugere-se que o CXCL12 tem papel essencial na patogénese
dos CMEs, podendo ser considerado um marcador de prognostico para essa neoplasia maligna
de glandula salivar. Em relacao a Bcl-2, nota-se uma proteina importante no desenvolvimento
dos APs, ¢ o fato de ter maior expressao nos tumores classicos/estromais, considerando que,

segundo Seifert et al'’ acredita-se que o tipo celularizado usualmente exibem maior
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crescimento e potencial risco de recorréncia, pode-se sugerir que a imunoexpressao da Bcl-2

também representar um fator de prognostico e terapéutico. Quanto a expressao de MMP-9, em

geral, vé-se que ela ndo estd envolvida no processo de progressdo tumoral da amostra

avaliada. Considerando a imunoexpressao das trés proteinas avaliadas nesta pesquisa, conclui-

se que, embora a CXCLI2 exerca algum papel importante na patogenia das neoplasias

analisadas, ainda assim, parece ndo interagir com a Bcl-2 e com a MMP-9 em APs e CMEs.

Dessa forma, faz-se necessario a realizagdo de novos estudos, com uma amostra maior das

lesdes aqui estudadas e em outros tipos de neoplasias glandulares salivares, sobretudo nas

malignas, visando esclarecer o verdadeiro papel do complexo CXCLI2/CXCR4 na

tumorigénse.
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Tabela 1. Distruibuigdo absoluta e relativa dos casos de adenoma pleomorfico de acordo com

caracteristicas clinicas e morfologicas. Campina Grande — PB, 2016.

Caracteristicas clinicas Adenoma pleomorfico
Idade (anos) Média (Desvio-padrao)
Meédia 45,67 (19,057)
Género n (%)
Masculino 8 (26,7)
Feminino 22 (73,3)
Localizagao
Palato 13 (43,3)
Pardtida 11 (36,7)
Submandibular 2 (6,7)
Lingua 0(0,0)
Labio 2(6,7)
Mucosa Jugal 1(3,3)
Regié&o retromolar 1(3.3)
Gradagao morfoldgica
Classico 12 (40)
Estromal 7 (23.3)
Celularizado pleomérfico 4 (13.3)
Celularizado monomorfico 7 (23,2)

Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia, Departamento de Odontologia da UEPB Campus 1.
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Tabela 2. Distribuigdo absoluta e relativa dos casos de carcinoma mucoepidermoide de acordo

com parametros clinico-patologicos. Campina Grande — PB, 2016.

Caracteristicas clinicas

Carcinomas mucoepidermoides

Idade (anos)
Média
Género
Masculino
Feminino
Localizagao
Palato
Pardtida
Submandibular
Lingua
Labio
Mucosa Jugal
Regié&o retromolar
Grau histopatoldgico
Grau |
Grau Il
Grau 11l
Tumor
T1
T2
T3
T4
Nodulo
NO
N1
N2
N3
Mestastase
Mo
M1
Estagio clinic
/
/1
11
v

Média (Desvio-padrao)
54,3 (21,717)
n (%)
13 (43,3)
17 (56,7)

14 (46,7)
9 (30)
0 (0,0)

4(13,3)
0 (0,0)
2(6,7)
1(3,3)

8 (26,7)
9 (30)
13 (43,3)

8 (26,7)

14 (46,7)

5(16,7)
3 (10)

24 (88,9)
3(11,1)
0 (0,0)
0 (0,0)

26 (96,3)
1(3,7)

8 (29,6)
10 (37)
5 (18,5)
4 (14,8)

Fonte: Programa de Pos-Graduagdo em Odontologia, Departamento de Odontologia da UEPB Campus .
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Tabela 3. Distruibui¢do absoluta ¢ mediana relativas de imunopositividade para Bcl-2 e CXCL-12 e suas diferengas de acordo com as caracteristicas
clinico-patologicas dos adenomas pleomorficos e carcinoma mucoepidermoides. Campina Grande — PB, 2016.

Caracteristicas N Bel-2 CXcL-12
mediana Qa5— Q75 P Mediana Qa5— Q75 P

Adenoma pleomorfico
Glandula salivar
Menor 17 81,50 62,75 — 88,75 0,967 90,20 77,00 — 93,30 0,062
Maior 13 82,20 58,50 — 86,95 96,10 85,70 — 98,60
Histopatologia
Classico/ stromal 19 81,50 57,40 — 86,00 0,378 92,30 81,50 - 96,10 0,948
Celularizado 11 82,10 72,90 — 88,50 90,60 80,90 — 97,50
Carcinoma mucoepidermoide
Gléandula salivar
Menor 21 68,00 58,00-83,80 0,108 97,40 95,65 — 98,45 0,441
Maior 9 56,80 43,90-74,10 96,90 91,10 -98,75
Estagio clinico
Estagio I/ 11 18 67,35 55,25-85,07 0,504 97,25 95,72-98,62 0,382
Estagio 11l/ IV 9 65,60 50,95-72,65 95,40 94,55-98,45
Grau histopatolégico
Grau I/ 11 17 68,00 58,00-86,25 0,250 97,70 96,80-98,65 0,107
Grau Il 13 60,80 49,40-77,60 95,40 91,10-98,45

Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia, Departamento de Odontologia da UEPB Campus .



Tabela 4. Ditribuigdo absoluta de adenoma pleomorfico e carcinoma mucoepidermoide MMP-9 positivos

. Campina Grande — PB, 2016.

Subtipo histolégico/ grau histopatolégico

Estagioclinico

Lesao Glandulasalivar
Adenoma pleomdrfico Maior (n=1)
Menor (n = 2)

Carcinoma mucoepidermoide Maior (n = 4)
Menor (n = 4)

Classico/ estromal (n=1)

Celularizado (n = 2)

Graul(n=1)
Grau Il (n=Y5)
Grau III (n =2)

Nao se aplica

Estagio I/ II (n=7)

Estagio [II/ IV (n=1)

Tabela 5. Medianas relativas da Bel-2 e CXCL-12 com relagao entre o tipo de lesdo. Campina Grande — PB, 2016.

Grupos N Mediana Q5 — Q75 Meédia dos postos Soma dos postos U P
Bcl-2
Adenoma pleomérfico 30 81,80 61,85 — 88,05 35,35 1060,50 304,50 0,031
Carcinoma mucoepidermoide 30 66,15 52,57 —79,80 25,65 769,50
CXCL-12
Adenoma pleomorfico 30 91,20 81,35 -96,25 23,12 693,50 228,50 0,001
Carcinoma mucoepidermoide 30 97,25 94,95 - 98,62 37,88 1136,50

Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia, Departamento de Odontologia da UEPB Campus .
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5 CONSIDERACOES FINAIS

# O perfil clinico e histopatologico dos Adenomas pleomorficos e Carcinomas mucoepidermoides
avaliados foi predominantemente semelhante aos dados da literatura;

+ Em relacdo a expressdao das proteinas, os CMEs apresentaram maior indice de positividade de
CXCLI12 do que os APs, com significancia estatistica. Porém sem relagdo estatistica entre a
expressdo e as caracteristicas histopatologicas. Baseado no exposto sugere-se que essa proteina
pode apresentar papel fundamental na patogénese da neoplasia maligna, por mecanismos que
ainda ndo estdo claros;

+ A maior expressdo da Bcl-2 nos APs, com diferenga da imunoexpressdo em relacdo as
caracteristicas histopatologicas, surerem um papel para essa proteina na matutengdo da
viabilidade celular, um dos mecanismos importantes para desenvolvimento da lesdo, porém, a
auséncia de associagdo estatisticamente significativa da expressdo dessa proteina em relagdo a
expressdao da CXCL12, sugere que provavelmente, a via de sinalizagdo regulada por essa
quimiocina ndo estaria relacionada a expressdo e acdo da Bcl-2 na patogenia dessa neoplasia;

# Todos os casos de CMEs apresentaram imunoexpressdo de CXCL12 e Bcl-2, no entando sem
associacdo significativa, sugerindo-se que a CXCL12 pode ndo participar da expressdo da Bcl-2,
e esta ndo possui papel fundamental na patogénese dos CMEs. A maior expressdo da Bcl-2
esteve nos casos de melhor comportamento biologico, podendo sugerir que a Bcl-2 pode ter
algum papel como fator prognostico para os casos de menor agressividade;

* A MMP-9 foi, em geral, imunonegativa nas dua lesdes. Os casos de CME que apresentaram pior
estadiamento clinico ndo expressaram a proteina. Baseado no exposto sugere-se que a MMP-9
parece ndo participar do processo de invasdo e metastase dessa neoplasia. De forma semelhante,
os APs, em sua maioria, apresentaram-se negativos, sem diferenca entre as caracteristicas
histopatologicas, implicando que a expressio de MMP-9 ndo parece estar relacionada a
expansdo tumoral. Em relagdo a expressdo de CXCL12 e MMP-9, ndo houve relagdo
significativa da expressao das duas proteinas e os parametros clinicopatologicos. Sugere-se que a
expressdo da CXCLI12 ndo parece estar diretamente envolvida na expressio de MMP-9. As
neoplasias aqui analisadas provavelmente expandem-se, invandem e metastaziam por meio de
outros mecanismos, sugere-se que outra metaloproteina esteja envolvida nesse intricado
processo;

& A imunoexpressio da MMP-9 no infiltrado inflamatorio presente nas neoplasias pode
representar um mecanismo utilizado na patogenia tumoral, principalmente dos CMEs, para

tornar o microambiente favoravel a viabilidade das células e crescimento tumoral.
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Useful Websites: Submission Site, Articles published in Journal of Oral Pathology & Medicine,Author Services, Wiley

Blackwell Publishing's Ethical Guidelines, Guidelines for Figures

The journal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism detection system. By submitting your
manuscript to this journal you accept that your manuscript may be screened for plagiarism against previously published
works.

1. GENERAL

Journal of Oral Pathology & Medicine publishes manuscripts of high scientific quality representing original clinical,
diagnostic or experimental work in oral pathology and oral medicine. The journal does not usually consider papers on
periodontal or related diseases. Papers advancing the science or practice of these disciplines will be welcomed,
especially those which bring new knowledge and observations from the application of techniques within the spheres of
light and electron microscopy, tissue and organ culture, immunology, histochemistry, immunocytochemistry and
molecular biology. Review papers on topical and relevant subjects will receive a high priority and articles requiring rapid
publication because of their significance and timeliness will be included as brief reports not exceeding three printed
pages. All submitted manuscripts falling within the overall scope of the Journal will be assessed by suitably qualified
reviewers, but manuscripts in an incorrect format will be returned to the author without review.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the journal's requirements and
standards as well as information concerning the procedure after a manuscript has been accepted for publication
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in Journal of Oral Pathology & Medicine. Authors are encouraged to visit Wiley Blackwell Publishing Author Services for
further information on the preparation and submission of articles and figures.

Note to NIH Grantees

Pursuant to NIH mandate, Wiley Blackwell will post the accepted version of contributions authored by NIH grant-holders
to PubMed Central upon acceptance. This accepted version will be made publicly available 12 months after publication.

For further information, see www.wiley.com/ao/nihmandate.
2. ETHICAL GUIDELINES

Journal of Oral Pathology & Medicine adheres to the below ethical guidelines for publication and research.

2.1. Authorship and Acknowledgements
Authors submitting a paper do so on the understanding that the work has not been published before, is not being
considered for publication elsewhere and has been read and approved by all authors.

Journal of Oral Pathology & Medicine adheres to the definition of authorship set up by The International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE authorship criteria should be based on substantial
contributions to conception and design of, or acquisition of data or analysis and interpretation of data, and drafting the
article or revising it critically for important intellectual content.

It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of the manuscript. Contributors
who do not qualify as authors should be mentioned under Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other than the authors
accredited. Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the study. Authors are responsible
for obtaining written permission from everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of
the data and conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been conducted in full accordance
with ethical principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki (version,

2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the country where the research has been
carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above mentioned principles. A statement
regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by an ethical board should also be
included. Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether appropriate procedures have been
used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate measures were taken to
minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the
National Institute of Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with
the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and
regulations.

Images of, or Information about, Identifiable Individuals: It is the author’s responsibility to obtain consent from patients
and other individuals for use of information, images, audio files, interview transcripts, and video clips from which they
may be identified. To ensure we have the rights we require please provide a signed consent form in all
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instances. Consent Form Template.

- If the person is a minor, consent must be obtained from the child’s parents or guardians.

- If the person is dead, we consider it essential and ethical that you obtain consent for use from the next of kin. If this is
impractical you need to balance the need to use the photo against the risk of causing offence. In all cases ensure you
obscure the identity of the deceased.

- If using older material, or for material obtained in the field, for which signed release forms are, for practical purposes,
unobtainable, you will need to confirm in writing that the material in question was obtained with the person’s
understanding that it might be published.

2.3 Clinical Trials
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-statement.org. A CONSORT

checklist should also be included in the submission material.

Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts reporting from a clinical trial to register

the trials in any of the following free, public clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-

dev.ifpma.oral/, http://isrctn.ora/. The clinical trial registration number and name of the trial register will then be published

with the paper.

2.4 Conflict of Interest
All sources of institutional, private and corporate financial support for the work within the manuscript must be fully
acknowledged, and any potential grant holders should be listed. Please see Conflicts of Interest for generally accepted

definitions on conflict of interest? Please enclose this information under the heading 'Conflict of Interest Statement'.

2.5 Appeal of Decision
All papers are handled by the editor and an associate editor and after peer review and any reject decision is final. The
editors will not enter in to correspondence with authors about rejected papers.

2.6 Permissions
If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright holder
concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the paper will receive an email
prompting them to login into Author Services; where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to
complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the copyright transfer agreement
(CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright
FAQs below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen
If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the following Creative Commons
License Open Access Agreements (OAA):
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Creative Commons Attribution License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley
Author Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags _copyright.aspand

visit hito://www.wil n .com/detail ntent/12f25db4c87 right--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and members of the Research
Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in
complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more information on this policy and the
Journal’s compliant self-archiving policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

2.8 OnlineOpen

Journal of Oral Pathology & Medicine offers authors the opportunity to publish their paper OnlineOpen. OnlineOpen is
available to authors of primary research articles who wish to make their article available to non-subscribers on
publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final version of their article. With OnlineOpen, the
author, the author's funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made available to
non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the funding agency's preferred
archive. For the full list of terms and conditions, see http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html. Any

authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the payment form available from our

website at:https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp. Prior to acceptance there is no requirement to

inform an Editorial Office that you intend to publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles
are treated in the same way as any other article. They go through the journal's standard peer-review process and will be

accepted or rejected based on their own merit.

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site http://mc.manuscriptcentral.com/jopom. The

use of an online submission and peer review site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially
speeds up the review process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete instructions
for submitting a paper is available online and below. For further instructions, please contact Editorial Assistant Gill Smith
at JOPM.office@editorialoffice.co.uk

3.1. Getting Started

+ Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or higher, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4 or
higher) and go to the journal's online Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/jopm.

* Log-in or, if you are a new user, click on 'register here'.

« If you are registering as new user.

- After clicking on 'register here', enter your name and e-mail information and click 'Next'. Your e-mail information is very
important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as your user ID), and then
select your areas of expertise. Click 'Finish'.

« If you are registered as user, but have forgotten your log in details, enter your e-mail address under 'Password Help'.
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The system will send you an automatic user ID and a new temporary password.
* Log-in and select 'Author Centre'.

3.2. Submitting Your Manuscript

« After you have logged into your 'Author Centre', submit your manuscript by clicking the submission link under 'Author
Resources'.

« Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your manuscript and you may
upload your pre-prepared covering letter.

« Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.

« Review your submission (in HTML and PDF format) before completing your submission by sending it to the Journal.
Click the 'Submit' button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.) or Rich Text Format (.rft) files (not write-protected) plus separate figure files.
GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for
printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the review process.
The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, text, references, acknowledgements and
conflict of interest statement, tables, and figure legends, but no embedded figures. In the text, please reference figures
as for instance 'Figure 1', 'Figure 2' etc to match the tag name you choose for the individual figure files uploaded.
Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines below.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to Journal of Oral Pathology & Medicine will be reviewed by two experts in the field. Journal of
Oral Pathology & Medicine uses single blinded review. The names of the reviewers will thus not be disclosed to the
author submitting a paper.

3.5. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to submit later. The
manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to continue
your submission when you choose to.

3.6. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive the confirmation e-
mail after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the system. If the e-mail address is correct please
contact your IT department. The error may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail server. Also, the e-
mails should be received if the IT department adds our e-mail server (uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.7. Manuscript Status
You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to check your 'Author Centre'
for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been made.
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3.8. Submission of Revised Manuscripts
To submit a revised manuscripts please locate your manuscript under 'Manuscripts with Decisions' and click on 'Submit a

Revision'. Please remember to delete any old files uploaded when you upload your revised manuscript.
4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Research Articles: of high scientific quality representing original clinical, diagnostic or experimental work in
oral pathology and oral medicine. Papers advancing the science or practice of these disciplines will be welcomed,
especially those which bring new knowledge and observations from the application of techniques within the spheres of
light and electron microscopy, tissue and organ culture, immunology, histochemistry, immunocytochemistry and
molecular biology.

3.000 words maximum, 6 figures and/or tables, and no more than 30 references

Review Papers: Journal of Oral Pathology & Medicine commissions review papers and also welcomes uninvited
reviews. Reviews should be submitted via the online submission site:http://mc.manuscriptcentral.com/jopm and are

subject to peer-review.
3.000 words maximum, 6 figures and/or tables, and no more than 50 references
Systematic reviews:
A systematic review is a comprehensive high- level summary of primary research on a specific research question that
attempts to identify, select , synthesise and appraise all (high quality) evidence relevant to that question. A meta-
analysis uses statistical methods to quantitatively evaluate pooled data from single studies. Many pathological reviews
are likely not to have sufficient data on clinical outcomes to warrant a meta-analysis.
While the content of a systematic review will be partly determined by the topic and evidence, as a minimum the review
should:

* Clearly state the purpose of the review

* Determine inclusion and exclusion criteria to generate a PRISMA flowchart that includes identification of studies,
screening, eligibility and inclusion data (See Liberati A, Altman DG, Tetzlaff J et al, The PRISMA statement for
reporting systematic reviews and meta-analyses of studies that evaluate healthcare interventions: explanation and
elaboration. BMJ 2009: 339: b2700)

* Determine the primary end point of the review ie. acceptance or rejection of the null hypothesis

* Clearly describe the search methodology [databases (preferably more than one), search terms]

* Describe the process of data extraction

* Undertake statistical assimilation if appropriate

* Evaluate the quality and/or risk of bias of the studies included preferably using a standard assessment tool (See
Guyatt, GH, Oxman AD, Vist GE et al. GRADE: an emerging consensus on rating quality of evidence and strength of
recommendations. BMJ 2008; 336: 924-926

* Provide recommendations for future researches
Systematic reviews must be registered in the PROSPERO (International Prospective Register of Systematic
Reviews) database and the registration number provided in the text.
Case Reports: Please note that Journal of Oral Pathology & Medicine no longer accepts submissions of case

reports.

Brief Reports: Original research material requiring rapid publication because of their significance and timeliness will be

included as Brief Reports. 1.000 words maximum.
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Letters to the Editor: Letters, if of broad interest, are encouraged. Letters should not be confused with Brief Reports.
Letters may deal with material in papers published in Journal of Oral Pathology & Medicine or they may raise new issues,
but should have important implications.

750 words maximum. One figure or table, 5 references.
5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge
Articles exceeding 6 published pages are subject to a charge of USD 163 per additional page. One published page
amounts approximately to 5,500 characters.

5.2. Format
Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second language may choose to have

their manuscript professionally edited before submission to improve the English. A list of independent suppliers of editing
services can be found at http://authorservices.wiley.com/bauthor/endlish language.asp. All services are paid for and

arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Use only standard abbreviations (Vancouver System). All units will be
metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a decimal point, and not a comma, will be used. Avoid
abbreviations in the title. The full term for which an abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is
a standard unit of measurement. Useful is Baren DN, ed. Units, symbols, and abbreviations. A guide for biological and
medical editors and authors. 4. ed. London: Royal Society of Medicine.

Font: When preparing your file, please use only standard fonts such as Times, Times New Roman or Arial for text, and
Symbol font for Greek letters, to avoid inadvertent character substitutions. In particular, please do not use Japanese or
other Asian fonts. Do not use automated or manual hyphenation.

5.3. Structure

All papers submitted to Journal of Oral Pathology & Medicine should include: title page, abstract, main text, references
and tables, figures, figure legends and conflict of interest statement where appropriate. Manuscripts must conform to the
journal style. Manuscripts not complying with the journal format will be returned to the author(s).

Title Page: Should be part of the manuscript document uploaded for review and include: The title of the article, a running
title of no more than 50 letters and spaces, 2-5 keywords, complete names and institution for each author, corresponding
author's name, address, email address and fax number.

Abstract: is limited to 250 words in length and should contain no abbreviations. The abstract should be included in the
manuscript document uploaded for review as well as inserted separately where specified in the submission process. The
abstract should convey the essential purpose and message of the paper in an abbreviated form. For original articles the
abstract should be structured with the following headings in accordance with Index Medicus (Medical Subject Headings):
background, methods, results and conclusions. For other article types, please choose headings appropriate for the
article.

Main Text of Original Articles: should be divided into introduction, material and methods, results and discussion.
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Introduction: should clearly state the purpose of the article. Give only strictly pertinent references. Exhaustive literature

reviews are inappropriate.

Materials and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the references cited, all clinical
trials and experiments reported can be fully reproduced. As a condition of publication, authors are required to make
materials and methods used freely available to academic researchers for their own use. This may for example include
antibodies etc. Other supporting data sets must be made available on the publication date from the authors directly.
(i) Clinical trials: Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-
statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the submission material.

Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts reporting from a clinical trial to register

the trials in any of the following free, public clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-

dev.ifoma.ora/, http://isrctn.ora/. The clinical trial registration number and name of the trial register will then be published

with the paper. .

(ii)Experimental subjects: Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been
conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki
(version, 2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the country where the research

has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above mentioned principles. A statement
regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by an ethical board should also be
included. Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether appropriate procedures have been
used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate measures were taken to
minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the
National Institute of Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with
the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and

regulations.

(iii) Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county, country) included.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not repeat in the text all the
data in the tables, illustrations, or both: emphasize or summarize only important observations.

Discussion: Emphasize the new and important aspects of the study and conclusions that follow from them. Do not
repeat in detail data given in the Results section. Include in the Discussion the implications of the findings and their

limitations and relate the observations to other relevant studies.

Main Text of Review Articles comprise an introduction and a running text structured in a suitable way according to the
subject treated. A final section with conclusions may be added.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other than the authors
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accredited. Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the study. Authors are responsible
for obtaining written permission from everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of
the data and conclusions. See also above under Ethical Guidelines.

Conflict of Interest Statement: All sources of institutional, private and corporate financial support for the work within the
manuscript must be fully acknowledged, and any potential grant holders should be listed. Please see Conflicts of
Interest for generally accepted definitions on conflict of interest? See also above under Ethical Guidelines.

5.4. References

References should be kept to the pertinent minimum and numbered consecutively in the order in which they appear in
the text. Reference numbers are cited in superscript. References cited only in the tables or figure legends should be
numbered in accordance with a sequence established by the first identification of that figure or table in the text. Use the
style of the examples below, which are based AMA style. Try to avoid using abstracts as references. Include manuscripts
accepted, but not published; designate the abbreviated title of the journal followed by (in press). Information from
manuscripts not yet accepted, should be cited in the text as personal communication. The references must be verified by
the author(s) against the original documents. Titles should be abbreviated in accordance with the style, used in AMA
10th edition and follow below points:

« If there are more than 6 author names in a reference then first three author names are retained with ‘et al.” and et al. is

in roman.

« Article title in roman and sentence case.

« Journal title in italics and abbreviated with period at the end of the title only and not for all abbreviated terms.

« Semicolon used between year of publication and volume number.

+ Colon used between volume number and page range.

* Full page range is used.

* End period at the end of a reference

* Place of publication is given first and then publisher name is given.

+ Colon used between publisher location and publisher name.

* Year of publication is given after publisher name with semicolon separator.

« Chapter title given in roman and sentence case

« Book title given in italics and title case

* Query is raised for page range if it is not given

» Accessed date is must for websites

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and formatting. Reference
Manager reference styles can be searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp



85

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be as complete as possible. In text
citations should cite references in consecutive order using Arabic superscript numerals. Sample references follow

Journal article: 1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine, lateral reticular, and inferior
olivary projections to two paravermal cortical zones of the cat cerebellum. J Comp Neurol 1998;390:537-551.

Book: 2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

Please note that journal title abbreviations should conform to the practices of Chemical Abstracts.

For more information about AMA reference style - AMA Manual of Style

5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each table on a separate sheet, with titles
making them self-explanatory. Due regard should be given to the proportions of the printed page. Tables with greater
than 6 columns will be counted as multiple tables.

Figures: All figures should clarify the text and their number be kept to a minimum. Text on figures should be in
CAPITALS. Line drawings should be professionally drawn; half-tones should exhibit high contrast. Multi-paneled figures
will be counted as multiple figures. Figures can contain multiple images as long as these are grouped together on one
page per figure with one legend for each figure.

Due to space constraints within the Journal, no more than 6 figures and/or tables will be allowed

All figures and artwork must be provided in electronic format. Figure legends should be a separate section of the
manuscript, and should begin with a brief title for the whole figure and continue with a short description of each panel and
the symbols used: they should not contain any details of methods.

Submit your figures as EPS, TIFF or PDF files. Use 300 dpi resolution for photographic images and 600 dpi resolution for
line art.Full details of the submission of artwork are available at http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

6. AFTER ACCEPTANCE

6.1 Proofs

Proofs will be sent via e-mail as an Acrobat PDF (portable document format) file. The e-mail server must be able to
accept attachments up to 4 MB in size. Acrobat Reader will be required in order to read this file.

6.2 Supporting Information

If you have previously provided Supporting Information with your article, please note it will not be edited or altered from
its original format during the Production process. Although a proof of your Supporting Information is not available, it will
appear online when your article is published.

6.3 Early View

Journal of Oral Pathology & Medicine is covered by Wiley Blackwell Publishing’s Early View service. Early View articles
are complete full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue. Early View articles are
complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors’ final corrections
have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online publication. Early View
articles are given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to
an issue. After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access the article.



86

6.4 Offprints

The corresponding author will receive a free PDF offprint that can be downloaded via Author Services. Please sign up for
the service if you would like to access your free article PDF offprint and enjoy the many other benefits the service offers.
Visit http://authorservices.wilev.com/bauthor for more information.

6.5 Author Services

Online production tracking through Wiley Blackwell’'s Author Services Author Services enables authors to track their
article — once it has been accepted — through the production process to publication online and in print. Authors can check
the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of production. The author will
receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have their article automatically added to the
system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the manuscript.

Visithttp: thorservices.wilev.com thor for more details on online production tracking and for a wealth of resources
including FAQs and tips on article preparation, submission and more.



