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Introducédo: O carcinoma mucoepidermoide (CME) é a neoplasia maligna de glandula
salivar mais prevalente. Clinicamente manifesta-se como um aumento de volume de
evolucdo lenta, normalmente assintomatico, ocorrendo em uma ampla faixa etaria, que se
estende da segunda até a sétima década de vida. A invasdo tumoral do CME é um processo
complexo mediado, dentre outros fatores, pela proliferacdo celular e prote6lise localizada da
matriz extracelular, promovida principalmente por enzimas denominadas metaloproteinases
da matriz (MMPs), onde se destacam as MMPs-2 e -9, visto que séo gelatinases e degradam
diversos componentes dessa matriz. Tais eventos podem ocorrer com a contribuicdo da
metalotioneina (MT), proteina que funciona como reservatério intracelular de ions zinco,
para ativacdo dessas proteases, bem como de certos fatores de transcricdo. Estudos ja
demonstraram a presenca e a relacdo da MT com o prognostico dos carcinomas
epidermoides, mas pouco se sabe sobre sua participa¢do nos processos de invasividade no
CME, e haja vista a semelhanca histopatoldgica entre essas duas patologias, levanta-se a
possibilidade da MT estar presente e participar da tumorigénese do CME. Pesquisas
recentes tém citado a isoforma metalotioneina-2A (MT2A) como um importante marcador
progndstico em neoplasias de glandulas salivares, estando sua presenca associada a um
comportamento ainda mais agressivo e invasivo do tumor. Estudos demonstraram que a
atividade proliferativa das células depende da ativacdo de fatores de crescimento (FCs)
como do fator de crescimento transformador alfa (TGF-a), do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), do fator de crescimento epidérmico (EGF) e de seu receptor (EGFR). A presenca
desses FCs estd relacionada & maior ativacdo de cascatas de fosforilacdo de proteinas,
promovendo maior invasividade das neoplasias, agravando assim o prognéstico do tumor.
Objetivos: Analisar a expressdo de metalotioneina, metaloproteinases e fatores de
crescimento (TGF-a, TNF-0, EGF ¢ EGFR) no comportamento biolégico do CME, assim
como correlacionar a expressao de metalotioneina com fatores de crescimento e com as
metaloproteinases -2 e -9 numa linhagem celular derivada de CME. Métodos: As células da
linhagem de CME foram descongeladas e cultivadas em frascos especificos em meio de
cultivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, e mantidas em incubadora a
37°C em atmosfera imida e 5% de CO,. Para detectar a imunoexpressao dos FCs na cultura,
as células foram cultivadas sobre laminulas de vidro em placas de 24 pogos, submetidas ao
protocolo de imunofluorescéncia indireta e as imagens adquiridas em microscopio de
fluorescéncia. Para verificar a influéncia da metalotioneina na expressdo das MMPs -2 e -9
realizou-se o silenciamento temporario do gene da MT2A empregando ensaio de RNA de
interferéncia (siRNA), nas concentracdes de 20, 30 e 40nM. A eficacia dessa técnica foi
confirmada por western blot. Ensaios de western blot também foram realizados para avaliar
a expressdo da MT2A e das MMPs-2 e -9, alem da analise do efeito do TGF-a sobre a
expressdo de MT2A. Para isso, as células de CME foram cultivadas em placas de 6 pocos,
até alcancarem a confluéncia. Depois, foram lisadas em tampdo RIPAcontendo inibidores
de protease e quantificadas pelo método BCA. As amostras foram ressuspendidas em
tampdo de amostra e carregadas em gel de poliacrilamida a 10%. Apos eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, foram bloqueadas com 5%
de leite desnatado em Tween-20 a 0,05% em TBS (do inglés tris-buffered saline), e
incubadas com anticorpos anti-MT2A, anti-MMP-2, anti-MMP-9 e anti-p-actina. Esses
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anticorpos primarios foram detectados por anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase. O protocolo de quimioluminescéncia foi utilizado para revelar a reacdo em
filmes radiograficos. Para possibilitar a marcagdo com diferentes anticorpos, as membranas
foram “stripped” com Restore Western Blot Stripping Buffer e submetidas a nova
marcacdo. Resultados/Discussdo: A técnica de imunofluorescéncia demonstrou
imunoexpressdo positiva para TGF-o, TNF-a e imunoexpressio colocalizada do EGF com o
seu receptor. A eficacia do ensaio que tinha como objetivo diminuir a expressdo da MT foi
verificada por meio de western blot, onde foi possivel observar uma diminuicdo na
expressdo desta proteina na concentracdo de 40nM quando comparada ao grupo controle.
Observamos que a deplecdo de MT2A, utilizando siRNA ndo alterou a expressdo de MMP-
2, no entanto ocasionou a diminuigcdo na expressao de MMP-9, sugerindo a presenca de
correlacdo entre a expressdo de metalotioneina e esta Gltima metaloproteinase. A MMP-2 é
uma metaloproteinase constitutiva e por essa razdo pode nao ter sofrido alteracdo mediante
silenciamento do gene da MT2A. Por outro lado, a MMP-9 esta envolvida diretamente na
invasividade tumoral. Esse achado, portanto, sugere uma possivel correlacdo entre MT2A e
MMP-9. Estudos tem mostrado que a MT atua como doadora de ions zinco por ser
reservatorio natural deste metal. As MMPs sdo endopeptidases que dependem de zinco para
exercer sua funcdo enzimatica, portanto a reducdo na expressdo de MMP-9 pode ser
justificada pela diminuicdo da expressdao de MT2A. Os achados desse estudo reforcam
outros que ja observaram uma correlacdo positiva entre MT2A e MMP-9, sugerindo uma
participacdo conjunta dessas proteinas no carcinoma de mama. Comos ensaios de western
blot também foi possivel verificar a expressdo de MT2A, das MMPs-2 e -9, ativa e inativa,
além de correlacionar a expressdo de MT2A com o0 TGF-a. Observou-se que com a inducao
das células do CME com o TGF-a no periodo de 24 horas houve aumento na expressdo de
MT2A, quando comparados aos controles, sugerindo uma relagcdo concentracdo-dependente
entre TGF-o e a MT2A. Efeito inverso foi observado quando as células do CME foram
incubadas porum periodo de 48 horas. Hipoteticamente, a exposi¢cdo aumentada ao TGF-a
pode ter alcancado niveis toxicos para a linhagem celular em estudo, podendo, por este
motivo, ter levado a uma diminuicdo de suas atividades e conseqiientemente na expressao
da MT2A. Conclusdo: Os resultados obtidos mostram a expressdo da metalotioneina,
metaloproteinases da matriz-2 e 9, bem como dos fatores de crescimento TGF-a, TNF-a e
EGF no carcinoma mucoepidermoide. A expressdao de MT2A foi reduzida empregando
siRNA e a expressdo da MMP-9 foi diminuida. Sugerindo correlacdo entre a expressdo de
MT2A e MMP-9. A MT2A também teve sua expressdo alterada com a incubagdo do TGF-
a. Dessa forma, € possivel sugerir correlagdo entre a expressdo de MT2A e TGF-a no
comportamento biolégico do carcinoma mucoepidermoide in vitro.
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