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RESUMO

As malformacdes linfaticas sdo disturbios do desenvolvimento caracterizados pelo
crescimento excessivo de vasos linfaticos. Essa condi¢cao acontece principalmente em
regido de cabeca e pescoco devido a presenca fisioldgica de grande concentracao de
vasos linfaticos na regido. As malformacdes linfaticas podem ocorrer de maneira
isolada ou associadas a sindromes como de CLOVES e Klippel-Trenaunay. A
presenca de mutacdes no gene PIK3CA e a ativacéo das vias PISK/AKT e MAPK/ERK
pode ocorrer tanto nas malformacdes linfaticas esporadicas, como nhaquelas
associadas a sindromes. As mutac6es em PIK3CA ocorrem nos éxons 10 e 20, sendo
as mutacdes no codon 1047 (éxon 20) as mais frequente nas malformacdes linfaticas
esporadicas. No entanto, em malformacdes linfaticas orais ndo se sabe se estes
fendbmenos ocorrem. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de mutacdes no
coédon 1047 do gene PIK3CA e avaliar a ativacao das vias PI3BK/AKT e MAPK/ERK
em amostras de malformacdes linfaticas orais. Uma amostra de conveniéncia de 14
tecidos de malformacdes linfaticas orais fixados em formol e embebidos em parafina
foram submetidas a reacdes de imuno-histoquimica para as formas fosforiladas de
AKT1 (pAKT-Serd473) e ERK1/2 (pERK1/2-Thr202/Tyr204), marcadores de ativacéo
das vias PI3K/AKT e MAPK/ERK, respectivamente. Quatro destas amostras foram
submetidas a Sequenciamento de Sanger para o cddon 1047 do gene PIK3CA. Foram
observados padrdes de marcacao positivas para pAKT1l e pERK1/2 nas células
endoteliais de todas as amostras de malformacdes linfaticas orais avaliadas. Todas
as amostras submetidas ao Sequenciamento de Sanger apresentaram sequéncia
selvagem para a regido de interesse. Com os resultados obtidos sugere-se que as
vias PI3K/AKT e MAPK/ERK estdo envolvidas na patogénese das malformacdes
linfaticas orais.

Palavras-chave: Linfangioma. Imuno-histoquimica. Vias de sinalizacdo. Proteinas de
sinalizacao intracelular.



ABSTRACT

Molecular and immunohistochemistry evaluation of oral Ilymphatic
malformations

Lymphatic malformations are developmental disorders characterized by excessive
growth of lymphatic vessels. This condition occurs mainly in the head and neck region
due to the physiological presence of high concentration of lymphatic vessels in the
region. Lymphatic malformations may occur in isolation or associated with syndromes
such as CLOVES and Klippel-Trenaunay. Mutations in the PIK3CA gene and activation
of the PISK/AKT and MAPK/ERK pathways may occur both in sporadic lymphatic
malformations and in those associated with syndromes. Mutations in hotspot 1047 are
the most frequently found in isolated lymphatic malformation. However, in oral
lymphatic malformations it is not known whether these mutations occur. The aim of this
study was to evaluate the presence of mutations in codon 1047 of the PIK3CA gene
and to evaluate the activation of PI3K/AKT and MAPK/ERK pathways in samples of
oral lymphatic malformations. A convenience sample of 14 tissues of oral lymphatic
malformations formalin  fixed paraffin embedded were submitted to
immunohistochemistry reactions to the phosphorylated forms of AKT1 (pAKT-Ser473)
and ERK1/2 (pERK1/2-Thr202/Tyr204), activation markers of PI3K/AKT and
MAPK/ERK pathways, respectively. Four of these samples were submitted to Sanger
Sequencing for codon 1047 of the PIK3CA gene. Positive marking patterns for pAKT1
and pERK1/2 were observed in the endothelial cells of all samples of oral lymphatic
malformations evaluated. All samples submitted to Sanger Sequencing were wild type
for the region of interest. With the results obtained it is suggested that the PISK/AKT
and MAPK/ERK pathways are involved in the pathogenesis of oral lymphatic
malformations.

Keywords: Lymphangioma. Immunohistochemistry. Signaling pathway. Intracellular
signaling proteins.
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1 INTRODUCAO

O sistema linfatico apresenta papel fundamental na manutencdo da
homeostase tecidual e na imunidade (BARRET, 2006). Durante a formacao
embrionéria, o sistema linfatico se desenvolve proximo a quinta semana de gestacao
e se forma em grande proximidade ao sistema vascular venoso (SABIN, 1992).
Quando ocorre um defeito no desenvolvimento de uma parte dos vasos linfaticos,
ocorre a formacdo das malformacgdes linfaticas, lesées em que ha proliferacdo de
vasos linfaticos que ndo se comunicam de forma adequada ao restante do sistema
(PERKINS, 2018).

Sendo assim, as malformacdfes linfaticas sdo anomalias de desenvolvimento,
originarias de sequestros de tecido que apresentam falha na drenagem linfatica
(ELLURU, 2014). Cerca de 50 a 75% dos casos de malformacdes linfaticas acontecem
em regido de cabeca e pescoco, incluindo a cavidade oral, pela alta concentracao de
vasos linfaticos nesta regido. Aproximadamente metade dessas lesdes sdo notadas
ao nascimento, enquanto 90% das lesbes se desenvolvem até os 2 anos de idade e
sem predilecdo por sexo (HOCHMAN, 2011; PERKINS, 2010). Clinicamente, as
malformacgBes linfaticas orais se manifestam principalmente como uma placa
composta de diversas vesiculas de conteudo claro, com aparéncia que lembram ovos
de sapos. Essas lesdes em sua maioria ocorrem em dorso de lingua, mas também
podem acometer os labios, a mucosa jugal, o palato duro, palato mole e o assoalho
bucal (KOLAY, 2017).

Essas malformac6es podem ocorrer tanto de forma esporadica, e serem lesdes
isoladas, podem se apresentar como lesBes mudltiplas na anomalia linfatica
generalizada (GLA) ou ainda podem ser componente de algumas sindromes como a
sindrome de Proteus (OMIM #176920), sindrome de Klippel-Trenaunay (KTS; OMIM
#149000), sindrome de crescimento lipomatoso excessivo congénito, malformacdes
vasculares e nevos epidérmicos (CLOVES; OMIM #612918) e sindrome da
malformacéo linfatica do labio inferior, malformacéo linfatica de cabeca e pescoco,
assimetria da face e membros e crescimento excessivo parcial ou generalizado
(CLAPO; OMIM #613089) (KUREK, 2012; LIU, 2010; NATHAN, 2017; RODRIGUEZ-
LAGUNA, 2018).
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As vias PI3K/AKT e MAPK/ERK sédo as principais vias de sinalizacao
intracelular e regulam a sobrevivéncia celular, proliferacdo, crescimento tumoral e
angiogénese. Receptores de membrana celular iniciam o processo de sinalizacéo que
acontece a partir de quinases e outras proteinas citoplasmaticas que culminam no
controle de expressdo génica no nucleo celular. Essas duas vias séo vias
compensatorias e existem diversos fatores de cross-talk em diferentes niveis da
cascata de sinalizacdo (ERSAHIN, 2015; LAVOIE, 2020; VANHAESEBROECK,
2012). A ativagdo das vias PI3K/AKT e MAPK/ERK é observada em malformacdes
linfaticas esporadicas e também associadas a sindromes (BOSCOLO, 2015;
GLASER, 2018; KIM, 2019; OSBORN, 2015).

Mutacgdes ativadoras no gene PIK3CA foram recentemente relatadas em casos
de malformacdes linfaticas isoladas, associadas a sindrome de CLOVES (OMIM
#612918) e Trippel-Trenaunay (OMIM #1490000). Essas mutacbes levam as
substituicdbes  p.Cys420Arg, p.Glu542Lys, p.GIn545Lys, p.His1047Arg ou
p.His1047Leu. As mutagBes no codon 1047 estavam presentes em 47% das
malformacdes linfaticas isoladas avaliadas por Luks e colaboradores em 2015, sendo
assim, o codon mais frequentemente mutado nas amostras (LUKS, 2015). O gene
PIK3CA codifica a subunidade p100a da enzima PI3K, a qual é relacionada a diversas
atividades celulares como crescimento celular e controle de apoptose (GRAUPERA,
2008, ZHAO, 2010). As sindromes que apresentam as muta¢des no gene PIK3CA séo
agrupadas na sigla PROS (PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum) (KEPPLER-
NOREUIL, 2015).

Considerando os achados moleculares recentemente reportados em
malformac@es linfaticas esporadicas e associadas a sindromes, o presente estudo
teve o objetivo de investigar a presenca de mutacdes no gene PIK3CA em amostras
de malformacdes linfaticas esporadicas orais. Sabendo-se também que as vias de
sinalizacéo intracelulares PI3K/AKT e MAPK/ERK estéo associadas a angiogénese e
linfangiogénese e se encontram frequentemente ativadas em amostras de
malformacdes linfaticas esporadicas e associadas a sindromes, objetivou-se também
avaliar a imuno-expressao da proteina AKT1 fosforilada (pAKT1) e ERK1/2 fosforilada
(PERK1/2) nas amostras de malformacgdes linfaticas orais. A relevancia do tema esta

principalmente relacionada ao melhor entendimento da patogénese molecular dessa
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lesdo abrindo caminhos para estudos com terapias alvo para o tratamento de lesbes

refratarias aos tratamentos atualmente adotados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema linfatico na regido de cabeca e pescocgo

O sistema linfatico desempenha um importante papel na manutencdo da
homeostase tecidual e na resposta imunoldgica frente a inflamacédo e propagacéao
metastatica tumoral. E um sistema complexo composto por vasos linfaticos, linfonodos
e 6rgaos linfoides, tais como medula éssea, tonsilas, baco e timo (BARRET, 2006).
Durante o desenvolvimento embrionéario, o sistema linfatico & derivado de fendas
mesenquimais, formadas depois da quinta semana de gestacdo, com O
desenvolvimento dos vasos linfaticos em grande proximidade com as veias (SABIN,
1909; SEMO, 2016).

A rede vascular linfatica € um sistema fechado de fluxo unidirecional de baixa
pressao que esti presente em quase todos os 6rgdos do corpo. Alguns tecidos
avasculares como epiderme, cartilagem e cOrnea e alguns 6rgdos vascularizados
como cérebro, polpa dentaria e retina ndo apresentam vasos linfaticos (BARRET,
2006; BERGGREN, 2014; PETROVA, 2020). Os vasos linfaticos servem como um
sistema de drenagem para o excesso de fluido intersticial proveniente dos filtrados de
capilares sanguineos, moléculas hidrofilicas de qualquer tamanho, células, virus e
bactérias (BARRET, 2006; PETROVA, 2020). Estes materiais coletados formam a
chamada linfa, que é transportada para os linfonodos de drenagem antes de retornar
a circulacao venosa (LIAO, 2013). Os vasos linfaticos permitem a drenagem de cerca
de 10% de todo o fluido intersticial, enquanto os 90% restantes sao reabsorvidos pelo
sistema venoso (CLEMENT, 2004).

A rede linfatica superficial € composta por vasos linfaticos chamados iniciais
gue drenam a linfa para a rede linfatica profunda, composta por vasos pré-coletores e
coletores gue transportam a linfa até a cadeia de linfonodos mais proxima (WERNER,
2003). E pelos vasos linfaticos iniciais que ocorre a passagem dos componentes dos
tecidos circundantes ao interior da rede vascular linfatica através de pressao oncotica
e hidrostatica (ZAWIEJA, 2005). Os vasos linfaticos iniciais sao capilares avalvulares
gue apresentam lumen vascular largo (entre 30 e 50 um de diametro), quando
comparados a capilares sanguineos circundantes (entre 5 e 10 um de diametro) e

podem aumentar sua capacidade e expandir para um diametro de até 100 pm. Os
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vasos linfaticos iniciais séo firmemente aderidos ao tecido circundante ancorados por
filamentos, permitindo o deslocamento a medida que o espaco intersticial se expande.
As paredes consistem em uma camada Unica de células endoteliais que podem ser
organizadas sem contato ou podem ser conectadas por meio de junc¢des inter-
epiteliais que funcionam como valvulas de admissédo e drenagem. Uma rede de fibra
elastica normalmente circunda esses capilares e, como ndo ha pericitos ao redor dos
vasos linfaticos, essa rede desempenha um papel fundamental na transmisséo de
forcas que regulam o transporte de fluidos e migragéo celular para dentro e fora dos
vasos linfaticos (WERNER, 2003; ZAWIEJA, 2005).

Os vasos linfaticos iniciais drenam a linfa para os vasos pré-coletores que
apresentam permeabilidade diminuida pela presenca de células musculares lisas e
valvulas intraluminais (PETROVA, 2020). Essas valvulas linfaticas intraluminais
mantém o fluxo linfatico em uma Unica direcdo, impedindo que haja retorno de fluxo
para a periferia. Em condices fisioldgicas, forcas passivas atuam sobre a drenagem
como a pressao externa, movimento muscular esquelético circundante e a gravidade.
Quando necessario um mecanismo ativo € acionado sob controle adrenérgico,
colinérgico e peptinérgico através de contracdes autdnomas de vasos linfaticos (LIAO,
2013; ZAWIEJA, 2005). Macréfagos e células dendriticas que estdo também em
associacdo a vasculatura linfatica fornecem fatores que regulam a proliferacéo
endotelial linfatica e sua permeabilidade (PETROVA, 2020)

Por meio dos vasos linfaticos coletores a linfa € entdo levada ao linfonodo. Os
varios linfonodos da cadeia filtram a linfa, removendo materiais estranhos como
bactérias e células cancerosas. Células dendriticas dentro do linfonodo participam da
apresentacdo de antigenos e desencadeiam uma resposta imune com células B
(BARRETT, 2006). A linfa é transportada pelos vasos linfaticos até os linfonodos e
devolvida a circulacdo sanguinea através da conexao de grandes ductos linfaticos
com veias (PETROVA, 2020).

Em cavidade oral é possivel observar um complexo sistema de drenagem
linfatica, como ilustrado na Figura 1. A linfa originada na regido de dorso de lingua e
gengiva mandibular € drenada para os linfonodos no espaco submandibular. A regido
anterior do assoalho bucal drena aos linfonodos submentuais e a regido posterior do
assoalho bucal em diregdo a orofaringe. O sistema linfatico da mucosa jugal drena

principalmente para o espago submandibular. (WERNER 2003).
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Figura 1. Sistema de drenagem linfatica em cavidade oral.

Legenda: As setas indicam a dire¢cdo de drenagem e 0s pontos “0” indicam a direcdo de
drenagem em profundidade.
a) Direcéo de drenagem linfatica em mucosa jugal e gengiva em maxila.
b) Direcé@o de drenagem linfatica em ventre de lingua, mucosa labial e assoalho bucal.
c) Direcao de drenagem linfatica em palato duro, palato mole e Uvula.
d) Direcdo da drenagem linfatica em dorso de lingua.
Fonte: WERNER, 2003, p. 324-325.

A lingua contém redes linfaticas particularmente densas, o plexo superficial
aumenta a densidade a medida que se move do apice em direcdo ao ventre lingual,
ja na rede profunda observa-se um aumento significativo no nimero e no diametro
dos vasos pré-coletores. A densidade desses vasos linfaticos iniciais € maior na
mucosa do que na camada muscular, por outro lado, o nUmero de vasos pré-coletores
e coletores aumenta na transicdo entre submucosa e camada muscular. A drenagem
na lingua ocorre, em grande parte, juntamente com a linfa do assoalho bucal em
direcdo a regido submandibular e o restante flui para os linfonodos jugulares
superiores ou submandibulares. A drenagem linfatica da porcdo anterior da cavidade
oral é direcionada principalmente para os linfonodos cervicais do nivel I, enquanto a
drenagem da lingua e assoalho posterior € direcionada para linfonodos no nivel Il
(WERNER 2003). A Figura 2 traz uma representacédo esquematica da localizagcéo das

cadeias de linfonodos da regiao de cabeca e pescoco.
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Figura 2. Representacdo esquemética da localizacdo anatbmica das cadeias

linfonoidais em regido de cabeca e pescoco.

Linfonodos “‘:‘ Superior ([}~ “ v’
j.ugular | Média (Il) = / 5 /_\_ Linfonodo
interna | Inferior (1) ~—— submandibular (1B)

" Linfonodo
submentual (IA)

Legenda: Figura representativa das cadeias linfonoidais da regido de cabeca e pescog¢o, com destaque,
cadeia em rosa, para a principal cadeia de drenagem linfatica da cavidade oral, representada
pelos linfonodos submandibulares, submentuais e a cadeia cervical jugular interna.

Fonte: ABOU-FOUL, 2020, p. 6. (Adaptado)

Durante o desenvolvimento do sistema linfatico na fase embrionaria precoce ou
tardia podem ocorrer alteragdes por causas ainda nao totalmente compreendidas que
levariam a ocorréncia de malformacdes linfaticas em diversos locais do corpo,

explicadas no item a seguir.

2.2 Malformacdes linfaticas

As malformacdes linfaticas sdo anomalias do desenvolvimento dos sacos
embrionarios linfaticos que apresentam falhas na conexdo entre essas estruturas e 0
restante do sistema linfatico (ELLURU, 2014; GARZON, 2007). As malformacgfes
linfaticas sdo anomalias vasculares de fluxo lento caracterizadas por canais linfaticos
dilatados e/ou cistos revestidos com endotélio linfatico (STEINER, 2017; ZHANG,
2018).
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As malformacdes linfaticas podem ocorrer de forma isolada ou associadas a
sindromes como Proteus (OMIM #176920), sindrome de Trippel-Treunany (OMIM
#149000), sindrome de CLOVES (OMIM #612918) e CLAPO (OMIM #613089)
(BROUILLARD, 2014; LIU, 2010; MC CUAIG, 2017; ZHANG, 2018).

As malformacdes linfaticas podem ocorrer em todo o corpo, mas acometem
principalmente regides ricas em vasos linfaticos, como cabeca e pescoco e cavidade
oral (estes representando entre 50 e 75% dos casos), axila, virilha e mediastino
(STEINER, 2017). Na cavidade oral, o local mais acometido é o dorso de lingua,
seguido pelos labios, mucosa jugal, palato mole e assoalho de boca (BHAYYA, 2015;
GUPTA, 2011).

Grandes malformacfes linfaticas podem ser diagnosticadas no uUtero com
ultrassom ja no inicio do segundo trimestre, mas as lesbes sdo mais comumente
notadas ao nascer, e a grande maioria é evidente aos 2 anos de idade. Ao contrario
dos hemangiomas infantis, as malformacfes linfaticas persistem ao longo da vida,
crescem proporcionalmente com o tamanho do paciente e ndo sofrem involucao
espontanea (BUCKMILLER, 2010; ELLURU, 2014).

Clinicamente, as malformacdes linfaticas podem ser classificadas como
macrocisticas, microcisticas ou mistas. As malformacdes linfaticas macrocisticas sao
grandes massas cisticas, por vezes superficiais, subjacentes a pele normal ou tecido
subcutaneo, embora possa ocorrer também em espacos mais profundos como no
retroperitonio (STEINER, 2017). Em regido de cabeca e pescoc¢o as malformacoes
macrocisticas sao frequentemente localizadas abaixo do nivel do musculo miloioideo
(ELLURU, 2014; STEINER, 2017). Da mesma forma, as malformacdes linfaticas
microcisticas podem ocorrer em muitos tecidos, mas afetam mais comumente a pele
ou superficies de mucosa, se apresentam como vesiculas microcisticas, muitas vezes
firmes, translicidas com conteudo claro ou hemorragico. Em regido de cabeca e
pescoco, as lesdes microcisticas sdo comumente encontradas acima do nivel do
muasculo miloioideo e envolvem a cavidade oral, orofaringe, lingua, glandula
submandibular e espaco pré-epiglético. As malformacdes mistas apresentam tanto um
componente macrocistico quanto microcistico (ELLURU, 2014; STEINER, 2017).

Como representado na Figura 3, clinicamente as lesbes orais apresentam-se

em sua maioria como um conjunto irregular de vesiculas de paredes finas e repletas



23

de conteudo proteico semelhantes a ovos de sapos (ALRASHDAN, 2018; BHAYYA,
2015; DEVI, 2016; SUNIL, 2012). Pode-se observar vesiculas avermelhadas e
azuladas que representam a ruptura de capilares sanguineos no espaco linfatico.
Além disso, les6es mais profundas podem gerar massas de crescimento lento e difuso
sem alteracdes na coloracdo da mucosa (BHAYYA, 2015; DEVI, 2016; MOTAHHARY,
2006; USHA, 2014).

Figura 3. Apresentacao clinica tipica de malformacdes linfaticas orais.

Legenda: Observa-se uma malformagcéo linfatica em ventre e dorso de lingua apresentando
um conjunto irregular de vesiculas de paredes finas preenchidas ora por material

proteico claro, ora por extravasamento sanguineo.
Fonte: STANESCU et al, 20086, p. 375.

Apesar da histéria pregressa e o exame clinico serem muito sugestivos,
facilitando o diagnostico de malformacéao linfatica oral, em casos raros outras lesdes
podem apresentar caracteristicas semelhantes e por isso sao considerados como
diagnésticos diferenciais. Dentre estas lesées podemos destacar o hemangioma, o
tumor de células granulares, lipomas ou tumores de glandula salivar (ALQAHTANI,
1999; BHAYYA, 2015; JOSHI, 2015; STANESCU, 2006; USHA, 2014).

As complicagdes clinicas das malformagfes linfaticas estdo relacionados a
localizacdo anatdmica dessas lesdes, bem como a extensdo do envolvimento das
estruturas anatdomicas locais (ELLURU, 2014). O curso clinico varia de lesbes
relativamente inécuas a lesdes graves com problemas funcionais devido ao
envolvimento da lingua, érbita ou vias aéreas causando crescimento ou destruicdo

esquelética (HOCHMAN, 2011). As principais complicagcbes associadas as
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malformacdes linfaticas orais sdo a macroglossia, extrusao da lingua, obstrucdo das

vias aéreas superiores, dislalia e disfagia (KOLAY, 2017).

Os achados histoldgicos das malformacgfes linfaticas sdo demonstrados na
Figura 4. Observam-se diversos espacos vasculares linfaticos justaepiteliais de
diversos diametros por vezes preenchidos com fluido eosinofilico rico em proteinas.
Uma Unica camada de células endoteliais reveste as paredes dos canais linfaticos. O
tecido conjuntivo adjacente pode apresentar infiltrado inflamatério cronico,
predominantemente composto por linfocitos (ELLURU, 2014). A utilizacdo de
marcadores para podoplanina (d2-40) pode ser utilizada em caso de dificuldade de
diagnostico histologico, uma vez que este € um marcador especifico das células
endoteliais linfaticas (AGARWAL, 2014; ORDONEZ, 2012; PERKINS, 2018).

Figura 4. Aspectos microscépicos das malformacgdes linfaticas orais.

Legenda: Observa-se a presenca de vasos linfaticos de diversos calibres préximos ao epitélio da
mucosa oral, por vezes preenchidos por material eosinofilico proteico (H&E, aumento original
200x)

Fonte: Arquivo da propria autora, 2021. (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3).

O tratamento depende da apresentacdo clinica, do tamanho da leséo, da
localizagdo anatdbmica e das complicacdes. A decisdo entre observacgao,
farmacoterapia, excisdo cirargica e escleroterapia € complexa (ELLURU, 2014). Em
pacientes com malformacdes linfaticas, pequenas lesdes podem ser manejadas por

uma abordagem conservadora proservativa. Malformaces linfaticas microcisticas e
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mistas sdo tratadas majoritariamente com remocdo cirdrgica enquanto para as
malformacgBes macrocisticas a injecao intralesional de agentes esclerosantes é feita
cOmo um passo anterior a cirurgia ressectiva. Malformagcbes que causam
comprometimento das vias aéreas requerem intervencao cirargica imediata (ZHANG,
2018). A exciséo cirurgica tem bons resultados com a remocéo da lesdo, porém a taxa
de recorréncia da leséo é de 39% (ALQAHTANI, 1999; BHAYYA, 2015). Tratamentos
alternativos como a laserterapia, escleroterapia, crioterapia e uso de esteroides sé&o
considerados (BHAYYA, 2015).

2.3 Via de sinalizacao celular PI3BK/AKT

A via PI3K/AKT é uma das principais vias de sinalizac&o celular e é importante
para uma gama de processos celulares, incluindo crescimento e divisdo celular,
migracado de células, producdo de novas proteinas, transporte de componentes
intracelulares e a sobrevivéncia celular (FRUMAN, 2017; VANHAESEBROECK,
2012). Além disso, alteracdes na sinalizacdo em PI3K contribuem para um amplo
espectro de doencas humanas como cancer, disturbios imunoldgicos, distirbios
neurolégicos, crescimento localizado de tecidos e doenca cardiovascular (CANTLEY,
2002; FRUMAN, 2017; OSBORN, 2015; YUAN, 2008).

Embora existam trés classes de PI3K (I, Il e Ill), baseadas em sua estrutura,
substrato, distribuicdo e funcao, a classe | € a mais relevante para o desenvolvimento
de canceres e malformacdes vasculares. A PI3K classe | possui quatro isoformas, a,
B, 6 e y, cada uma das quais consiste em um heterodimero que inclui uma subunidade
catalitica (p110a, p110pB, p1108 e p110y, codificadas pelos genes PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CG e PIK3CD) e uma reguladora (p85a, p55a, p50a, p85B e p55y, codificadas
por PIK3R1, PIK3R2, PIK3RE) (FRUMAN, 2017; YANG, 2019). Cada isoforma
catalitica forma um dimero com uma subunidade reguladora que modula a atividade
e a localizagéo intracelular do complexo. As subunidades cataliticas e reguladoras
fazem contatos adicionais que mantém a enzima em baixa atividade em condi¢bes
basais (JIANG, 2009).

A ativagdo de PI3K classe la acontece diretamente a partir de fosforilagao
gerada pela ligacdo de fatores de crescimento ao receptor de tirosina quinase (RTK)
ou indiretamente quando, apos a ligacdo do fator de crescimento ao RTK, ha o


https://en.wikipedia.org/wiki/PIK3R1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=P55%CE%B1&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=P50%CE%B1&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/PIK3R2
https://en.wikipedia.org/wiki/PIK3R3
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intermédio de outras moléculas para fosforilacdo de PI3K, como o IRS ou GAB
(MENDOZA, 2011). Quando a subunidade catalitica é fosforilada, esta dissocia-se da
subunidade reguladora, resultando na geracdo de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) a partir de fosfatidilinositol-3,4-difosfato (PIP2). O fosfolipidio PIPs atua como
um segundo mensageiro para recrutar proteinas citoplasmaticas para locais
especificos do plasma, ativando principalmente PDK1 e AKT (FIGURA 5). Vérios
caminhos downstream divergentes podem ser disparados simultaneamente pela
ativacao do PI3K, a via AKT é ativada e regula multiplas fung@es celulares incluindo
metabolismo, sintese de proteinas, progresséo do ciclo celular, crescimento tumoral
e angiogénese (JIANG, 2008; KOBIALKA, 2019; YANG, 2019).

Figura 5. Esquema da ativagdo da via PI3K/AKT
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Legenda: Com a recepcdo de estimulo pelo receptor RTK, ha a fosforilagdo de PI3K que converte
PIP. em PIP3, essa molécula entdo ativa AKT diretamente, ou por intermédio de
MTORC2 e PDK1. AKT fosforilada ativa diversos substratos celulares relacionados a
sobrevivéncia, proliferacdo e motilidade celular.

Fonte: Producao da propria autora, 2021.

Em células normais, o PIPs é induzido transitoriamente pela estimulagéo do
fator de crescimento e é rapidamente metabolizado pelas fosfatases lipidicas,
incluindo a proteina codificada pelo supressor de tumor PTEN, que termina a
sinalizacdo PI3K através da defosforilacdo de PIP3 (YUAN, 2008). As células
neoplasicas frequentemente contém quantidades elevadas de PIP3 devido ao

aumento da atividade de proteinas sinalizadoras oncogénicas que residem upstream
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PI3K ou devido a ocorréncia de mutacdes ativadoras da propria PI3K. Sinalizacao
PI3K elevada pode contribuir para a tumorigénese e € uma marca registrada do cancer
humano (LAWRENCE, 2014).

MutacOes ativadoras em PIK3CA, o gene que codifica a subunidade catalitica
pl00a de PI3K, foram recentemente identificadas como um novo mecanismo de
inducdo da sinalizacdo oncogénica de PI3K, promovendo a tumorigénese através da
regulacédo positiva da via PISK/AKT (SAMUELS, 2004; YUAN, 2008). Algumas
mutacOes de PIK3CA associadas ao cancer também podem ocorrer durante o
desenvolvimento e podem apresentar-se em diversas sindromes conhecidas como
PIK3CA-Related overgrowth spectrum (PROS) que agrupam as sindromes de KTS
(OMIM #149000), CLOVES (OMIM #612918) e CLAPO (OMIM #613089) (KEPPLER-
NOREUIL, 2014; KUREK, 2012; LEE, 2012; LINDHURST, 2012; LUKS, 2015;
PIACITELLI, 2019; RIVIERI, 2012; VAHIDNEZHAD, 2016, YEUNG, 2017; ZHAO,
2008).

Recentemente, foram descritas mutacdes somaticas ativadoras no gene
PIK3CA (p.Cys420Arg, p.Glu542Lys, p.GIn545Lys, p.His1047Arg ou p.His1047Leu)
em malformacdes linfaticas esporadicas e associadas a sindromes. H& uma diferenca
entre a prevaléncia das mutacdes entre cada um dos cédons e o tipo de amostra
avaliada. No primeiro estudo a descrever tais mutacfes, malformacgdes linfaticas
associadas a sindromes apresentaram maior frequéncia de mutacdes no codon 545
(~24%-33%), enquanto malformacdes esporadicas apresentaram maior frequéncia de
mutacdes no codon 1047 (47%) (LUKS, 2015). A partir desta descoberta, diversos
estudos avaliaram a presenca destas mutacfes em amostras de malformacbes
linfaticas esporadicas e também associadas a sindromes demonstradas na Tabela 1
(BLESINGER, 2018; BOSCOLO, 2015; GLASER, 2018; ZENNER, 2019). Essas
mesmas mutacbes somaticas, além de uma mutacdo somatica adicional
(p.GIn546Lys) foram encontradas em uma amostra de Anomalia Linfatica
Generalizada (GLA) (RODRIGUEZ-LAGUNA, 2018). A constatacao de que essas
mutacdes estavam presentes especificamente nas células endoteliais linfaticas de

malformacdes linfaticas foi descrita por Blesinger et al (2018).

Estudos com tecidos de malformacdes linfaticas e com células endoteliais
linfaticas provenientes de malformacdes linfaticas mostraram hiperativacdo da via

PISK/AKT através da diferenca de expressao em western-blot da forma fosforilada de
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AKT (pAKT) e proteina AKT total (BLESINGER, 2018; BOSCOLO, 2015; GLASER,
2018; LE CRAS, 2020; OSBORN, 2015).

Tabela 1. Mutacbes no gene PIK3CA identificadas em estudos prévios de

malformacgdes linfaticas.

Estudo Amostras Codon Mutacdes %
LUKS, 2015 LM (n=17) 420 p.Cys420Arg (n=1) 5,8%
542 p.Glu542Lys (n=4) 23,5%
545 p.Glu545Lys (n=3) 17,6%
1047 p.His1047Leu (n=3) 47%
p.His1047Arg (n=5)
KTS (n=21) 542 p.Glu542Lys (n=3) 14,2%
545 p.Glu545Lys (n=10) 47,6%
1047 p.His1047Leu (n=1) 33,3%
p.His1047Arg (n=6)
CLOVES (n=33) 420 p.Cys420Arg (n=6) 18,2%
542 p.Glu542Lys (n=6) 18,2%
545 p.Glu545Lys (n=8) 24.2%
1047 p.His1047Leu (n=2) 24.2%
p.His1047Arg (n=6)
BOSCOLO, 2015 LM (n=48) 1047 p.His1047Leu (n=2) 4,1%
BLESINGER, 2018 LM (n=6) 109 Glul09Del (n=1) 16,7%
420 p.Cys420Arg (n=1) 16,7%
545 p.Glu545Lys (n=2) 33,3%
546 p.GIn546Lys (n=1) 16,7%
1047 p.His1047Leu (n=1) 16,7%
GLASER, 2018 LM (n=9) 542 p.Glu542Lys (n=3) 33,3%
545 p.Glu545Ala (n=2) 22,2%
p.Glu545Lys (n=4) 44,4%
VLM (n=1) 545 p.Glu545Lys (n=1) 100%
CVLM (n=1) 542 p.Glu542Lys (n=1) 100%
KTS (n=1) 542 p.Glu542Lys (n=1) 100%
CLOVES (n=2) 1047 p.His1047Leu (n=1) 50%
p.His1047Arg (n=1) 50%
ZENNER, 2019 LM (n=81) 542 p.Glu542Lys (n=18) 22,2%
545 p.Glu545Lys (n=18) 22,2%
1047 p.His1047Arg (n=22) 27,2%

Abreviacdes: LM (malformacéao linfatica), KTS (Sindrome de Trippel-Trénaunay), VLM (malformacao

linfatica e venosa), CVLM (malformacao capilar linfatica, e venosa)
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Legenda: Mutacdes identificadas e sua frequéncia nos casos avaliados em estudos prévios de
malformagdes linfaticas isoladas e associadas a sindromes.

Fonte: Producao da prépria autora, 2021.

A ativacdo da via MAPK/ERK também foi observada em malformacdes

linfaticas e sera abordada na préxima subsecao.

2.4 Via de sinalizacao intracelular MAPK/ERK

As vias de sinalizagdo MAPK sao as principais vias de sinalizagéo intracelular
e controlam diversos processos celulares como a expressdo génica, ciclo celular,
metabolismo, proliferacdo, diferenciacdo, motilidade, apoptose e sobrevivéncia
celular. Diferentes vias de sinalizagdo MAPK podem atuar na regulacédo celular, e as
mais estudadas sdo a extracelular regulated kinases (ERK1/2), Jun NH2 terminal
kinases (JNK1/2/3) e p38 (p38 q, B, 6 e y). (KRISHNA, 2008; LAVOIE, 2020; SHAUL,
2007).

Nas vias de MAPK cada cascata € composta por pelo menos trés quinases
MAPK, MAPK quinase (MAPKK) e MAPK quinase quinase (MAPKKK). Tudo se inicia
guando pequenas proteinas G (RAS) recebem um sinal e fosforilam MAPKKK, que
fosforila MAPKK, que fosforila MAPK que, por sua vez, fosforila seu alvo especifico
como por exemplo fatores de transcri¢cdo, finalizando assim a transmisséo de sinal
deste estimulo. Usualmente a proteina correspondente a MAPK de cada cascata que
da o nome a via (LAVOIE, 2020; SHAUL, 2007).

Por exemplo, na via canénica MAPK/ERK, e mais especificamente na cascata
RAS-RAF-MEK-ERK (FIGURA 6), as MAPKKK correspondem as proteinas RAF, as
MAPKK a proteina MEK1/2 e a MAPK as proteinas ERK1 e ERK2 (KRISHNA, 2008;
YOON, 2006). O estimulo de sinal captado pelos receptores sera transmitido para
pequenas proteinas G (de ligacdo a GTP), essas pequenas GTPases irdo recrutar e
ativar as quinases da familia RAF, que ira se ligar e fosforilar MEK1/2, que entdo
fosforila ERK1/2 a qual irA atuar em seus diversos substratos nucleares ou
citoplasmaticos levando ao controle dos diversos processos celulares pelos quais a
via é responsavel (KRISHNA, 2008; LAVOIE, 2020).
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Figura 6. Esquema de ativacdo da via MAPK/ERK.
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Legenda: Com a recepc¢do de estimulo pelo receptor RTK, ha a fosforilacdo de RAS-GDP em RAS-
GTP que ativa RAF (MAPKKK), que fosforila MEK1/2 (MAPKK), que fosforila ERK1/2 (MAPK)
gue por sua vez age em alvos celulares e nucleares relacionados a sobrevivéncia,
proliferagdo e motilidade celular.

Fonte: Producgédo da prépria autora, 2021.

A via MAPK/ERK sofre regulacéo por fosforilacdo e defosforilacdo e pode ser
regulada também pela acdo de cross-talk com outras vias de sinalizacédo intracelular.
(MENDOZA, 2011; SHAUL, 2007). Mutacdes ativadoras da via MAPK/ERK séo
associadas a diferentes tipos de cancer e disturbios proliferativos (BUROTTO, 2014;
SAMATAR, 2014). Além disso a via MAPK/ERK apresenta papel importante na
angiogénese (BLESINGER, 2018).

Em alguns estudos com células endoteliais linfaticas isoladas de malformacdes
linfaticas, ndo foram encontradas diferencas entre os padrdes de expressao em
Western-blot entre a expressao total de ERK1/2 comparado a expressao de pERK1/2
(BOSCOLO, 2015; LE CRAS, 2020). Em contrapartida, estudos utilizando a mesma
metodologia encontraram hiperativagdo de ERK em malformagfes linfaticas
(BLESINGER, 2018; OSBORN, 2015). Além disto, um estudo utilizando imuno-
histoquimica para pERK1/2 em malformagdes linfaticas, mostrou forte positividade

nas células endoteliais dos vasos linfaticos (KIM, 2019).
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2.5 Meios de compensacao entre as vias PI3K/AKT e MAPK/ERK

As vias de sinalizagdo intracelular PIBK/AKT e MAPK/ERK apresentam
diversos mecanismos de cross-talk, expressos na forma de inibicdo cruzada, ativagcéo
cruzada e convergéncia de sinais. Por defini¢cao, a inibicdo cruzada ocorre quando um
componente de uma via regula negativamente um componente upstream da outra via
inibindo, assim, a capacidade de sinalizacdo da outra via. J& na ativacao cruzada, um
componente de uma via regula positivamente um componente upstream da outra via
aumentando, assim, a sinalizacéo desta. Por fim, a convergéncia de sinais acontece
guando duas vias atuam diretamente no mesmo complexo ou proteina regulando

positivamente ou negativamente sua fungdo (MENDOZA, 2011).

Em resumo, quando um receptor de tirosina quinase (RTK) interage com sinais
externos, como por fatores de crescimento, esses receptores sdo capazes de ativar
as vias de PI3K/AKT e MAPK/ERK. Na via de MAPK/ERK, quando o RAS-GTP ativado
interage e ativa RAF, que fosforila e ativa MEK, ativando ERK por fosforilagdo. ERK
em seu estado fosforilado pode agir fosforilando uma variedade de proteinas alvo
tanto nucleares quanto citoplasmaticas (KRISHNA, 2008; SHAUL, 2007). JA& em
PI3K/AKT, o sinal externo estimula a fosforilagéo de PIP2 por PI3K, convertendo-o em
PIPs. AKT é recrutada para a membrana plasmaética ligando-se ao PIP3 e, em seguida,
€ ativada devido a fosforilagdo por PDK1 e mTORC2 que também se ligam ao PIPs.
AKT entéo inibe o TSC levando a ativagcdo do mTORC1, uma vez que o TSC é inibidor
de mTORCL1. AKT leva a proliferacéo celular e sobrevivéncia celular inibindo FOXO,
GSK3 e BAD, uma vez que essas proteinas inibem a proliferacéo celular ou induzem
a morte celular (YANG, 2019). Portanto, tanto as vias MAPK/ERK quanto PI3K/AKT
desempenham um papel importante na sobrevivéncia, proliferacdo e crescimento
celular (ARKUN, 2016; ERSAHIN, 2015; MENDOZA, 2011).

A ativacgdo cruzada inclui ativacao de PI3K por RAS, inibicdo do TSC pela ERK
e RSK, que também ativam o mTORCL1. Nestes casos, 0s membros da via MAPK/ERK
regulam componentes upstream da via PI3K/AKT, aumentando sua atividade. Além
disso, tanto MAPK/ERK quanto PISK/AKT podem atuar diretamente nos mesmos
alvos downstream, como FOXO, GSK3 e BAD regulando negativamente suas
fungbes, caracterizando a convergéncia de sinais (FIGURA 7). A inibicdo cruzada

entre essas vias € caracterizada pela inibicdo de GAB, intermédio entre a fosforilacao
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de PI3K por RTK, a partir de ERK e pela inibicdo de RAF por AKT (DE LUCA, 2012;
ERSAHIN, 2015; MENDONZA, 2011; NIBA, 2013).

Figura 7 — Cross-talk entre as vias de sinalizacao intracelular PI3K/AKT e MAPK/ERK.
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Legenda: Os mecanismos de ativagdo cruzada estdo representados pelos quadros verdes e a
convergéncia de sinais pelo quadro laranja.

Fonte: producéo da propria autora, 2021.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil imuno-histoquimico e molecular de amostras de malformacgfes

linfaticas orais.

3.2 Objetivo especifico
Caracterizar as amostras de malformacdes linfaticas orais a partir de dados

clinicos;

Investigar mutagcdes no cédon 1047 do gene PIK3CA em amostras de

malformacdes linfaticas orais;

Caracterizar a imunoexpressao das formas fosforiladas das proteinas AKT1 e

ERK1/2 em amostras de malformacdes linfaticas orais.
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4 METODOLOGIA

A Figura 8 apresenta o fluxograma da metodologia deste estudo, a qual é
detalhada nas subsecdes seguintes.

Figura 8 — Fluxograma metodologico do estudo.
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Legenda: Imagem esquemética da sequéncia dos experimentos deste estudo

Fonte: Producgédo pela propria autora, 2021.

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa para o desenvolvimento deste trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) (CAAE: 30531120.4.0000.5149; Parecer: 4.082.465) (ANEXO A).

4.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal, do tipo retrospectivo, com populag&o-alvo

constituida por individuos com diagnéstico histopatoldgico de linfangioma oral com
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registro no laboratorio de Patologia Oral e Bucomaxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG.

4.3 Amostras

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de casos de malformacdes linfaticas
orais fixados em formol e incluidos em parafina (formalin fixed paraffin embedded,;
FFPE). No total, 38 casos foram identificados no arquivo do servico de Patologia Oral
e Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG. Oito casos nhao
apresentavam os tecidos FFPE arquivados. Os diagnésticos dos 30 casos restantes
foram revisados por dois patologistas bucais (R.S.G. e C.C.G.), associando as
caracteristicas clinicas e histopatolégicas com laminas coradas em hematoxilina e
eosina (H&E), nesta etapa 16 casos foram excluidos pelo tecido remanescente nos
blocos ndo serem representativos de malformagdes linfaticas orais. Dados clinicos

como sexo, idade, localizacéo da lesdo foram coletados para todos os casos.

4.4 Extracdo do DNA

Os tecidos FFPE foram submetidos a cortes de 8um de espessura em
micrétomo, descartando os trés primeiros cortes de cada amostra. Foram coletados
de 20 a 40 cortes, a depender da disponibilidade de tecido, e entdo foram depositados

em microtubos de 1,5ml.

O DNA gendmico (gDNA) das amostras de tecidos FFPE foi extraido utilizando
0 QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Aos microtubos em
gue as amostras foram depositadas foi adicionado a Deparaffinization Solution
(QIAGEN, Hilden Germany) para desparafinizacdo a 56°C por 25 minutos. Apés
resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado Buffer ATL e, apds centrifugacéo,
foi adicionada a fase inferior transparente a proteinase K (QIAGEN, Hilden, Germany)
e encubado novamente a 56°C até que o contetdo se tornasse homogéneo, por
aproximadamente 12 horas. Em seguida era levado a incubagdo em banho seco a
90°C por 1 hora. A fase inferior, contendo o DNA foi entdo transferida para um novo

microtubo e seguiu-se pela aplicacdo de Buffer AL e em seguida, etanol absoluto
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(Merck). Entdo, o DNA foi retido na membrana da coluna QIAamp Min Elutecolumn
(QlAampMinElute® Columns) e foram feitas lavagens com Buffer AW1 e Buffer AW2.
Por fim, foram realizadas trés eluicbes com 30ul, 25ul e 20ul de Buffer ATE,

respectivamente.

A analise da concentracao e pureza do gDNA obtido de todas as amostras foi
realizada por meio do espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, USA). Os parametros utilizados para selecéo das extracdes foram as
que apresentaram razao de absorbancia 260/280 entre 1,8 e 2,0 e razdo 260/230
entre 2,0 e 2,2.

4.5 Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

Foram realizadas as reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para a
amplificacéo das regides de interesse do gene PIK3CA para quatro amostras a fim de
investigar a presenca de mutagfes p.His1047Arg e p.His1047Leu, no éxon 20 (Luks
et al., 2015). Os demais nucleotideos do amplicon analisado foram também
inspecionados manualmente na busca de possiveis outras mutacdes. Os iniciadores
utilizados foram desenhados com o auxilio da ferramenta Primer-BLASTt® (National
Center for Biotechnology Information, Rockville, MD, USA) e estao descritos na Tabela
2. Foi adicionada aos iniciadores uma sequéncia M13 para simplificar o fluxo de
trabalho e a analise dos dados. A adicdo desta sequéncia permite que todos o0s
produtos da PCR sejam sequenciados utilizando apenas o par de iniciadores M13. A
sequéncia M13 para os iniciadores Forward foi 5 GTAAAACGACGGCCAGT?3’ e para
iniciadores Reverse 5CAGGAAACAGCTATGACS'.

Tabela 2 — Iniciadores utilizados para a detec¢édo das mutagcdes na regido de interesse
no gene PIK3CA.

Tamanho do

Codon amplicon
Iniciador Sequéncia de plice
. sequenciado
interesse
(pb)
PIK3CA
GTAAAACGACGGCCAGTACTGAGCAAGAGGCTTTGGAG 1047 150
Exon 20 F
PIK3CA

CAGGAAACAGCTATGACCCAGAGTGAGCTTTCATTTTCTC
Exon 20 R
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Abreviacdes: pb: pares de base.
Sequéncia M13 em destaque,

Fonte: Producao pela prépria autora, 2021.

Para as reagdes da PCR foi utilizado um volume final de 25pl, contendo 100ng
de gDNA, 10uM de cada iniciador e 1x de MyTaq HD Red Mix (Bioline Reagents Ltd,
UK). Todas as reacOes foram realizadas na Mastercycler Gradient thermocycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany) e as condi¢des para os ciclos de PCR para o alvo
PIK3CA foram ajustadas para permitirem uma melhor amplificagdo do gDNA de
amostras FFPE. A primeira etapa foi de desnaturacao inicial que ocorreu a 95°C por
3 minutos. As etapas seguintes se repetiram por 45 ciclos: desnaturacdo a 95°C por
15 segundos, anelamento a temperatura de melting especifica do iniciador ( 60°C) por
15 segundos e extensédo a 72°C por 30 segundos. Por fim, a etapa de extenséo final
a 72°C por 10 minutos seguido de resfriamento a 4°C. As reacdes de PCR foram
conduzidas utilizando controle positivo (amostra de gDNA de alta qualidade extraido
de hiperplasias fibrosas inflamatérias ) e negativo (todos os componentes na auséncia
do gDNA).

A fim de verificar o resultado da amplificacao, os produtos de PCR foram entdo
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% marcado por fluorescéncia
(SYBR™ Safe DNA gel stain; introgen by Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
USA), e visualizados em um transiluminador sob luz UV. Os produtos de PCR
passaram por um processo de purificagcdo enzimatica com a enzima ExXoSAP-IT
(Affymetrix, USB®, Santa Clara, CA, USA), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Foram adicionados 2pl da enzima ExoSAP-IT em 5ul de amostra e levados a
Mastercycler Gradient thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) em ciclo de

37°C por 15 minutos, seguido de ciclo a 20°C por 15 minutos.

4.6 Sequenciamento de Sanger

Apés a realizacdo da purificagdo dos produtos da PCR foi realizado o
sequenciamento de Sanger para determinar a sequéncia de nucleotideos da regiao

de interesse do gene. As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando
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reagentes do kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Wilmington, USA) e a eletroforese capilar ocorreu no equipamento ABI 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Wilmington, USA). Todos os produtos foram
sequenciados com o iniciador reverse. Os cromatogramas gerados foram visualizados
e manualmente inspecionados no software SnapGene (GSL Biotech; disponivel em:
shapgene.com), utilizando-se a sequéncia referéncia do gene para comparacéo
(PIK3CA: NM_006218.4).

4.7 Imuno-histoquimica

Para avaliar a ativacdo das vias PI3K/AKT e MAPK/ERK nas amostras de
malformacdes linfaticas orais foram realizadas rea¢6es de imuno-histoquimica para
as formas fosforiladas das proteinas AKT1 (pAKT1l) e ERK1/2 (pERK1/2) em 14
amostras seguindo protocolo padrao.

Para cada amostra FFPE foram confeccionadas duas laminas. Foram
realizados dois cortes de 3um por lamina de vidro silanizada (StarFrost, Knittel Glass,
Germany). Os cortes foram desparafinizados com xilol (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) e em seguida hidratados com alcool em concentracfes graduais de 95% a
80% (Merck). A recuperacao antigénica foi realizada com tampéo de Citrato de pH 6,0
(PAKT1) e com tris-EDTA de pH 8,0 para pERK1/2 por 30 minutos, em steamer a
90°C. Em seguida, o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com metanol e
peréxido de hidrogénio na proporcao de 1:1. A incubagédo com o anticorpo primario foi
realizada com anticorpo monoclonal de coelho pAKT1 (s473, EP2109Y, Abcam),
diluido 1:200 com diluente de anticorpo, e anticorpo monoclonal de coelho anti-
pERK1/2 (1:100, Thr202/Tyr204, Cell Signaling Technology, catalog number #4376),
diluido 1:100 com diluente de anticorpo, a 4°C por 18 horas. Para o controle negativo
a incubacao foi realizada pela omissdo do anticorpo primério. O controle positivo
interno foi realizado pela presenca de epitélio de mucosa oral nos cortes, tecido com
marcacado conhecida. Para a visualizacdo da reagcdo para pAKT1 foi utilizado o
complexo avidin-biotin e Horseradish peroxidase (LSAB Kit, Dako Cytomation) e para
pERK1/2 foi utilizado o sistema a base de polimero (EnVision, Dako Corporation,
Carpinteria, USA) e para ambos o cromoégeno diaminobenzidina (Dako North America,
Carpinteia, USA) com incubacéo de acordo com a inspecéao visual. A contra-coloracéo
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foi realizada com hematoxilina de Mayer por 3 minutos, os cortes foram entéo
desidratados em concentracdes graduacao de 70% a 90% de alcool absoluto (Merck),

imersos em xilol e montados em laminas por meio de montagem Entellan (Merck).

Os resultados das duas reacdes de imuno-histoquimica foram avaliados por
trés observadores (I.P.G., R.S.G. e C.C.G.) em microscopio Optico de luz. Toda a
extenséo das laminas foi avaliada e a marcagéo foi considerada positiva quando foi
nuclear ou citoplasmética nas células endoteliais dos vasos linfaticos, independente
da sua intensidade. As laminas entdo foram escaneadas em um aumento de 20x,
utilizando Pannoramic MIDI Digital Slide Scanner (3DHistech, Hungary) e as imagens
foram visualizadas e capturadas utilizando o aplicativo Case Viewer v.2.3.
(3DHistech).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos estédo apresentados abaixo e foram escritos sob forma
de artigo cientifico, publicado no periddico Oral Surgery, Oral Medicine, Oral
Pathology, Oral Radiology (doi: 10.1016/j.0000.2021.08.018. Qualis A2 — Fator de
impacto: 1.601 em 2019) (ANEXO B).

5.1 Dados clinico-patoldgicos

Na tabela 3 observa-se a descricdo dos dados clinicos das 14 amostras de
malformacdes linfaticas orais obtidas entre os anos de 1969 e 2019. A idade dos
individuos variou de 7 a 72 anos, com média de 19 anos. Quanto ao sexo, tem-se uma
proporcao sexo 1:1, com sete individuos do sexo feminino e sete individuos do sexo

masculino. A lingua foi o lugar mais acometido (8/14; 57,4%).

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas das 14 amostras de malformagdes linfaticas orais

incluidas no estudo.

Amostra Sexo Idade Tempo~de Tamanho Localizacéo Biopsia
evolucdo em mm
1* M 11 Indeterminado SD Mucosa jugal Excisional
2* M 26 lano SD Fundo de vestibulo Excisional
3* F 12 Indeterminado 6mm Ventre de lingua Excisional
4* M 8 Indeterminado 20mm Pilar amigdaliano Excisional
5 F 34 12 anos SD Mucosa jugal Incisional
6 F 7 6anoseb6meses 5mm Dorso de lingua Excisional
7 F 35 23 anos SD Ventre de lingua Excisional
8 M 6  Indeterminado 30mm Dorso de lingua bilateral  Incisional
9 M 7 1anoe4meses SD Dorso de lingua Excisional
10 F 72  Indeterminado SD Borda lateral de lingua Incisional
11 F 23 2 meses 3mm Dorso de lingua Excisional
12 F 10 5anos 20mm Dorso de lingua Incisional
13 M 8 Indeterminado 25mm Palato duro/Palato mole  Incisional
14 M 8 Indeterminado 20mm Pilar amigdaliano Incisional

* Amostras submetidas ao Sequenciamento de Sanger para o éxon 20 do gene PIK3CA
Abreviacdes: F: Feminino, M: Masculino, SD: Sem o dado.
Fonte: Produzido pela prépria autora, 2021.
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Microscopicamente, todos os 14 casos apresentavam como caracteristica
principal os diversos vasos linfaticos com diferentes dilatagdes. O endotélio desses
vasos é fino e o lumen por vezes é preenchido por fluido eosinofilico e eventuais
linfécitos. O estroma € de tecido conjuntivo fibroso com algumas células inflamatorias
(Figura 9).

Figura 9 — Caracteristicas histoldgicas das malformacdes linfaticas orais.

Legenda a) Observa se a presenga de vasos linfaticos de dlferentes calibres, por vezes bem proximos
ao epitélio da mucosa oral (Amostra #13. H&E, aumento original 50x)
b) Destaque para os vasos linfatico com camada endotelial fina e contetdo proteico em seu
interior (Amostra #13. H&E, aumento original 100x)
Fonte: Arquivo da propria autora, 2021. (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3)

5.2 Sequenciamento de Sanger

Quatro amostras de linfangioma foram sequenciadas para anélise de mutacdes
em no cédon 1047, éxon 20 do gene PIK3CA. Todas as amostras apresentaram

sequéncias selvagens para este gene, como demonstrado na Figura 10.

Figura 10 — Captura de tela dos cromatogramas demonstrando o codon 1047 do gene
PIK3CA por sequenciamento de Sanger das quatro amostras de malformacgdes linfaticas
orais.

a) b) c) d)

Mo Mo il g\

GCACATC ATGCACATC ATGCACAT CAT G C ACATC

Legenda: Observa-se auséncia de mutagdes em todas as quatro amostras.
a) Amostra #1; b) Amostra #2; c) Amostra #3; d) Amostra #4.
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Fonte: Producéo da prépria autora, 2021. (Capturas de telas obtidas do aplicativo Snap Gene ® Viewer
5.0.7).

5.3 Imuno-histoquimica

A expressao imuno-histoquimica da forma fosforilada de AKT1 e de ERK1/2 foi
observada em todas as 14 amostras de malformacdes linfaticas orais. O padrdo de
iImuno-expressao foi semelhante em todas as amostras, sendo observada intensa
imunopositividade predominantemente citoplasmatica em pAKT1 e nuclear para
pPERK1/2. O padréo de expresséo imuno-histoquimica descrito para pAKT1 e pERK1/2

pode ser observado na Figura 11.

Figura 11 — Imuno-expressao para proteinas pAKT1 e pERK1/2 em malformacgdes

linfaticas orais.

Legenda: a) Positividade citoplasmatica e areas focais de positividade nuclear para pAKT1 nas células
endoteliais linfaticas. Positividade nas células epiteliais da mucosa oral serviram como
controle interno da reacdo.(Amostra #8. Aumento original 200x).

b) Destaque da positividade citoplasmética e nuclear para pAKT1 nas células endoteliais
linfaticas (Amostra #8. Aumento original 400x).

c) Positividade nuclear para pERK1/2 nas células endoteliais linfaticas. Positividade nas
células epiteliais da mucosa oral serviram como controle interno da reac&o.(Amostra #13.
Aumento original 200x)

d) Destaque da positividade nuclear para pERK1/2 nas células endoteliais linfaticas
(Amostra#4. Aumento original 200x).

Fonte: Arquivo da propria autora, 2021. (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3)
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6 DISCUSSAO

Historicamente, as malformacdes linfaticas macrocisticas e microcisticas foram
chamadas de “Higroma cistico” e “Linfangioma circunscrito”, respectivamente. Porém,
essa nomenclatura € inadequada, pois o sufixo “-oma” denota uma neoplasia benigna,
doenca causada pela proliferacdo celular autbnoma que ndo € uma caracteristica das
malformacdes linfaticas (COLLETTI, 2020; STEINER, 2017). A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), apresenta uma série de inconsisténcias na classificacdo e
nomenclatura das malformacdes vasculares. Assim, a Sociedade Internacional para o
Estudo de Anomalias Vasculares (ISSVA) estabelece desde sua primeira classificagao
em 1996, seguida da atualizada (2014) a nomenclatura universal para todas as
anomalias vasculares (ISSVA, 2014; STEINER, 2017; WASSEF, 2015). Métodos
conflitantes de classificacdo e terminologias confusas, dificultaram por anos a
discussdo de malformag6es congénitas do sistema linfatico (GARZON, 2007). Uma
correta terminologia diagndéstica proporciona acesso a publicacdes recentes sobre
opcOes de tratamento, com isso, 0 uso de uma terminologia desatualizada pode
representar atraso no tratamento adequado do paciente (COLLETTI, 2020). O uso da
palavra linfangioma para se referir as malformacdes linfaticas estd obsoleta ha
décadas, porém ainda é ensinada dentro das instituicbes de ensino em Odontologia e

ainda consta nos Descritores em Saude (DeCS).

Os estudos presentes na literatura tratam das malformacdes linfaticas como um
todo, com lesdes macro e microcisticas e de diferentes localiza¢cdes anatdmicas sendo
avaliadas em conjunto. Também ndo se observaram estudos especificos para as
malformacdes linfaticas orais. A etiopatogenia das malformacdes linfaticas vem sendo
elucidada nos ultimos anos e estudos sugerem que a ativacao das vias de sinalizacéao
celular PIBK/AKT e MAPK/ERK, bem como muta¢cdes somaticas no gene PIK3CA
sejam 0s principais mecanismos associados ao desenvolvimento destas lesdes
(BLESINGER, 2018; BOSCOLO, 2015; GLASER; 2018; LUKS, 2015; OSBORN,
2015).

Vias de sinalizacao celular como PI3K/AKT e MAPK/ERK sé&o ocasionalmente
ativadas causando disfuncdo das células endoteliais, podendo resultar no
aparecimento de malformacdes linfaticas (LUKS, 2015; NGUYEN, 2017,
RODRIGUEZ-LAGUNA, 2018). Apesar de Luks e colaboradores (2015) néo
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encontrarem correlacdes entre mutacdes especificas em PIK3CA com os fendtipos
macro ou microcistico ou na severidade clinica em malformacdes linfaticas, Zenner e
colaboradores (2019) fizeram um estudo para avaliar a correlagédo entre a presenga
de mutacdes em PIK3CA e caracteristicas clinicas das malformacgdes linfaticas. A
localizacéo na regido orofacial e também o tipo misto tiveram diferencas estatisticas
gue comprovam que estdo mais associados a presenca de mutacdes nesse gene. A
auséncia de mutacdes no gene PIK3CA nas amostras avaliadas de malformagdes
linfaticas orais neste estudo pode estar associado a inocuidade das lesdes estudadas
gue se apresentavam com tamanho reduzido. No entanto, a frequéncia de mutacdes
especificas no cdédon 1047 difere bastante nos estudos prévios, alguns estudos nao
detectaram esta mutacdo (GLASER, 2018) e em outros a frequéncia variava entre
4,1% a 47% nas amostras de malformacdes linfaticas isoladas (BLESINGER, 2018;
BOSCOLO, 2015; LUKS, 2015; ZENNER, 2019). Nosso estudo sugere que
aparentemente mutacfes no coédon 1047 ndo sdo frequentes nas amostras de
malformacdes linfaticas orais. No entanto, cabe ressaltar que o nUmero de amostras
avaliadas foi pequeno. Considerando a auséncia de mutagdo nas quatro amostras
inicialmente avaliadas, ndo expandimos 0 coorte para acessar a mutacdo em mais

amostras.

A ativagéo das vias de sinalizagdo PISK/AKT e MAPK/ERK foi recentemente
reportada em malformacbes linfaticas (BLESINGER, 2018; BOSCOLO, 2015;
GLASER; 2018; KIM, 2019; OSBORN, 2015), porém o envolvimento dessas vias
especificamente nas malformacg@es linfaticas orais ainda nao foi descrito. Assim,
nosso estudo verificou a ativacdo de PI3K/AKT e MAPK/ERK em malformacdes
linfaticas orais a partir de imuno-histoquimica para as formas fosforiladas de AKT1 e
ERK1/2. A presenca dessas proteinas fostoriladas representa a ativacao final das vias
PISK/AKT e MAPK/ERK, respectivamente. O padrdo de imunomarcacdo para
PERK1/2 e pAKT1 foi similar com marcacgao positiva nas células endoteliais linfaticas.
A ativacdo de PISK/AKT e MAPK/ERK observada nas malformacdes linfaticas orais
no presente estudo foi similar ao observado em malformacdes linfaticas esporadicas
e associadas a sindromes com a presencga de mutagdes em PIK3CA (BLESINGER,
2018; BOSCOLO 2015; OSBORN, 2015).

Em estudos prévios, células endoteliaisde malformacdes linfaticas

demonstraram aumento na proliferacdo e expressao de pAKT e pERK quando
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comparados com células endoteliais linfaticas de tecido normal dérmico,
demonstrando o estado de ativacdo angiogénica (BLESINGER, 2018; BOSCOLO
2015; OSBORN, 2015). A transducéao de sinais de PI3K pelas quinases AKT e mTOR
sao bem documentadas no processo de tumorigénese e angiogénese (JIANG, 2008;
KOBIALKA, 2019), e também na formacdo do tecido linfatico em camundongos
(ZHOU, 2010). A fosforilacdo de ERK também é demonstrada como um marcador de
angiogénese em células endoteliais (BLESINGER, 2018). As vias de sinalizacédo
PISK/AKT e MAPK/ERK séao intimamente relacionadas pelo fato de serem ativadas
por receptores de membrana semelhantes e pelos diversos modos de cross-talk entre
elas (MENDOZA, 2011). As interacdes entre as vias descritas na subsecao da revisédo
de literatura do presente estudo vao de acordo com a ativagédo simultanea dessas vias

€m nossas amostras.

As malformacdes linfaticas orais néo regridem ou desaparecem (VAN DAMME,
2020). Entretanto, complicacbes como extrusdo lingual, obstrucdo de vias aéreas
superiores e dificuldade em mastigar e falar podem acontecer dependendo da
localizacéo e extensédo das lesées (KOLAY, 2018). Os tratamentos convencionais sao
escleroterapia para lesdes macrocisticas, porém as lesbes microcisticas néo
respondem bem a esse tratamento e frequentemente s&o tratadas com remocao
cirargica (COLLETTI, 2014). Entretanto, essas lesdes frequentemente sofrem
recidivas (BOSCOLO, 2015; ZHANG, 2018). Inclusive, estudos iniciais buscaram
observar os sintomas clinicos e efeitos sobre atividades cotidianas em pacientes
portadores de malformacdes linfaticas que ainda ndo foram submetidos a cirurgias
ressectivas. Os sintomas clinicos estdo intimamente relacionados a gravidade da
lesdo, enquanto os impactos na vida didria ndo apresentam essa correlacao,
demonstrando assim que, a despeito da agressividade clinica, os pacientes enfrentam
limitacbes em atividades cotidianas devido a presenca da malformacéo linfatica
(KIRKHAM, 2015). Adicionalmente, dependendo da localizacdo da lesdo a remocéao
cirdrgica se torna um desafio por proximidades com estruturas anatbmicas importante
e também pela extensdo (KOLAY, 2018).

Com a dificuldade de se encontrar tratamentos efetivos, diversas terapias
alternativas tém sido testadas ao longo dos anos, como a ablaséo a laser (FRANCA,
2013; SHUMAKER, 2013) e a fotocoagulag&o a laser (CHANG, 2020). E bem descrito
na literatura que mutacbes em componentes das vias PI3K/AKT e MAPK/ERK
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ocorrem em diversos tipos de cancer humanos, e inibidores seletivos de terapia alvo
para essas vias vem sendo desenvolvidos para aprimoramento dos meios de
tratamento (PORTA, 2014; SAMATAR, 2014; VIGNOT, 2005; YANG, 2019). Seguido
a descoberta do envolvimento patogénico dessas vias em malformacdes vasculares,
0 uso de terapias alvo comecaram a ser testadas neste contexto (NGUYEN, 2017,
VAN DAMME, 2020). Sirolimus (um inibidor especifico de mTOR) é a droga mais
estudada no contexto das malformacdes linfaticas tanto experimentalmente (DI
BLASIO, 2018) quanto clinicamente em casos refratarios (ADAMS, 2016; PARK,
2018; WIEGAND, 2018; YESIL, 2016), inclusive em casos de malformacdes linfaticas
orais em lingua (GHARIANI-FETOUI, 2019). Além deste, inibidores especificos de
PIK3CA (Ly294002 e Wortmannin) foram testados in vitro demonstrando resultados
encorajadores nas células endoteliais linfaticas de malformagbes linfaticas
(BLESINGER, 2018; BOSCOLO, 2015). A ativacdo das vias PI3K/AKT em
malformacdes linfaticas orais observadas no presente estudo revela que essas vias
de sinalizacéo intracelular estdo envolvidas com a patogénese molecular dessas
lesbes. Nossos resultados podem servir de base para novos estudos investigativos
sobre a patogénese molecular e terapias alvo como um passo antecedente a cirurgia

em casos desafiadores de malformacdes linfaticas orais.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que as vias de sinalizacao
PISK/AKT e MAPK/ERK encontram-se ativadas em malformacdes linfaticas

esporadicas orais, elucidando parcialmente a patogénese molecular destas lesdes.
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ABSTRACT

Objective: Lymphatic malformations are characterized by the overgrowth of lymphatic vessels
during development. Activation of PI3K/AKT and MAPK/ERK signaling pathways occur in
isolated lymphatic malformation and in those associated with syndromes such as CLOVES and
Klippel-Trenaunay. We aimed to assess the activation of these pathways in sporadic oral
lymphatic malformations. Study Design: A convenience sample of 14 formalin-fixed paraffin-
embedded samples of oral lymphatic malformations underwent immunohistochemical reactions
for the phosphorylated forms of AKT1 (pAKT-Ser4d73) and ERK1/2 (pERK1/2-
Thr202/Tyr204), markers of PISK/AKT and MAPK/ERK pathways activation, respectively.
Results: Positive staining for pAKT1 and pERK1/2 was observed in the endothelial cells in
all samples of oral lymphatic malformations evaluated. Conclusion: Our results suggest that
PI3K/AKT and MAPK/ERK signaling pathways activation participate in the pathogenesis of

oral lymphatic malformations.
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INTRODUCTION

Lymphatic malformations, also known as lymphangiomas, are benign lesions originated
from embryonic lymphatic sacs that failed to connect to the drainage system. Lymphatic
malformations occur mostly in lymphatic rich areas, mainly in the head and neck (45-52%), but
also in the axilla, and mediastinum (1-3). Lymphatic malformations are classified into three
morphological subtypes: macrocystic, microcystic and combined. On the one hand, macrocystic
lesions are large and are habitually located below the level of the mylohyoid muscle. On the
other hand, microcystic lesions are smaller and usually found in the oral cavity. Combined

lesions are characterized by the fusion of the other two subtypes (3).

Oral lymphatic malformations usually manifest as a translucid plaque with small
thin-walled vesicles reminding frog eggs. These lesions more frequently occur in dorsum of the
tongue but they can also occur in the lips, buccal mucosa, soft palate and floor of the mouth.

(4) The pathogenesis of oral lymphatic malformations is poorly characterized.

Lymphatic malformations most often occur sporadically (isolated), but they can also
occur in syndromes such as Klippel-Trenaunay Syndrome (OMIM #149000), CLOVES
(Congenital Lipomatous Overgrowth, Vascular Malformations, Epidermal Nevis,
Spinal/Skeletal Anomalies/Scoliosis) (OMIM #612918), and CLAPO Syndrome (Capillary
vascular malformation of the lower lip, Lymphatic malformations of the head and neck,
Asymmetry and Partial or generalized Overgrowth) (OMIM #613089) (5). Recently, somatic
activating PIK3CA mutations have been reported in isolated and syndrome-associated
lymphatic malformations (6). PIK3CA, encodes the PI3K catalytic subunit p100a, and somatic
activating mutations lead to the PI3K/AKT pathway signaling activation (6-9). Notably, the
activation of PI3BK/AKT and MAPK/ERK signaling pathways play an important role in

angiogenesis and have recently been reported in lymphatic malformations (10-14).
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The PI3K/AKT and MAPK/ERK are compensatory pathways that mediate cell survival,
proliferation, tumor growth, and angiogernesis. Cell surface receptors initiate the signaling
processes, then signaling occurs through cytoplasmic kinases and other proteins, culminating
with the control of gene expression in the nucleus (15-17). There are many mechanisms of
crosstalk between PI3BK/AKT and MAPK/ERK signaling pathways (18). Among these crosstalk
mechanisms, there are cross-activation and pathways convergence on substrates, which are

represented in Figure 1.

The molecular pathogenesis of oral lymphatic malformations remains unclear.
Therefore, the present study aimed to assess the activation of PI3K/AKT and MAPK/ERK
signaling pathways in oral lymphatic malformations by the evaluation of the immunoexpression
of the phosphorylated forms of ERK1/2 (pERK1/2) and AKT1 (pAKT1), markers of these

pathways activation.

MATERIALS AND METHODS

Study design and ethical approval

This retrospective and cross-sectional study evaluated a convenience sample of 14
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue specimens of sporadic oral lymphatic
malformations. The specimens were obtained from the oral pathology service of Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazil. This study was approved by the
Research Ethics Committee (protocol number 30531120.4.0000.5149) and was accomplished

in accordance with the Declaration of Helsinki.

Patients and Samples
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The following data of the oral lymphatic malformations patients were obtained from the
files: sex, age, and anatomical location. The histopathological diagnosis was confirmed by two
oral pathologists (CCG and RSG) by reviewing the sections stained with hematoxylin and eosin

(H&E) retrieved from the files.

Immunohistochemistry

To assess PISBK/AKT and MAPK/ERK pathways activation, 14 cases of oral lymphatic
malformations were subjected to immunohistochemistry for pAKT1 and pERK1/2, following
standard protocols. Briefly, tissues were sectioned (3 wm) and placed on silanized slides
(StarFrost, Knittel Glass, Germany). The slides were subsequently deparaffinized in xylene
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and hydrated in descending grades of ethanol (Merck).
For antigen retrieval, citrate buffer (pH 6.0) solution (pAKT1) and TRIS-EDTA buffer solution
(pH 8.0) (pERK1/2) heated to 90°C in a water bath for 30 minutes were used. Endogenous
peroxidase was blocked with hydrogen peroxide/methanol in 1:1 proportion. The slides were
then incubated with the primary antibodies: rabbit monoclonal anti-pAKT1 (1:200, s473,;
Abcam, EP2109Y) and rabbit monoclonal anti-pERK1/2 (1:100; Thr202/Tyr204, Cell
Signaling Technology #4376) overnight at 4°C. The detection system used was EnVision
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA). The reactions were revealed with diamonibenzidine
tetrahydrochloride (DAB; Novocastra, Newcastle, UK) and counter-stained with Mayer’s
hematoxylin. Negative controls were obtained by the omission of the primary antibody. The

epithelium of oral mucosa served as internal controls for the immunohistochemical reactions.

Results interpretation

Three observers (IPG, RSG, and CCG) evaluated the results on a light microscope. The
entire tissue sections were evaluated, and nuclear and cytoplasmic staining were considered as

positive reaction, regardless of staining intensity. Slides were scanned using a Pannoramic
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MIDI Digital Slide Scanner (3DHISTECH), and the images were visualized and captured using

Case Viewer v.2.3 (3DHISTECH).

RESULTS

Sample characterization

The mean age of the oral lymphatic malformations patients was 19 years (ranging from
6 to 72), the male/female ratio was 1:1, and the tongue was the most affected location. Available

clinical information is shown in Table I.

Microscopically, all cases had lymphatic vessels with marked dilatation. The endothelial
lining is thin, and the dilated spaces contain proteinaceous fluid and lymphocytes. Surrounding
connective tissue stroma consists of loose fibrotic tissue with a few inflammatory cells (Figure

2).

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry reactions for pERK1/2 and pAKT1 of all samples included
in the study showed the same staining pattern, and positive stainning was observedy in
endothelial cells. pERK1/2 showed nuclear immunoexpression, while pAKT1 immunostaining
was mainly observed in the cytoplasm. pERK1/2 and pAKT1 immunostaining were also

observed in epithelial cells of the lining mucosa in all cases (Figure 2).

DISCUSSION

Intracellular signaling pathways, such as PISK/AKT and MAPK/ERK, are often
activated by mutations, causing endothelial cell dysfunction. Mutations in such pathways have
been reported in lymphatic malformations (6,8,19). There is no significant correlation between
specific PIK3CA mutations, the macro- or micro-cystic phenotype, or clinical severity in

lymphatic malformations (6). While the activation of PISK/AKT and MAPK/ERK signaling
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pathways has recently been reported in lymphatic malformations (10-14), the involvement of
these signaling pathways specifically in oral lymphatic malformations has not been addressed
yet. Therefore, we assessed the activation of MAPK/ERK and PI3K/AKT signaling pathways
in oral lymphatic malformations by immunohistochemistry for the phosphorylated forms of
ERK1/2 and AKT1. The immunohistochemistry staining for both pERK1/2 and pAKT1

showed positivity of lymphatic endothelial cells in all samples.

The activation of PI3SK/AKT and MAPK/ERK observed in oral lymphatic
malformations in the present study was similar to that observed in isolated and syndrome-
associated lymphatic malformations harboring PIK3CA mutations (12—14). In previous studies,
lymphatic endothelial cells from lymphatic malformations demonstrated increased proliferation
and expression of pAKT and pERK compared with normal human dermal lymphatic cells,
depicting their highly activated angiogenic state (12—14). PI3K signal transduction via the AKT
and mTOR kinases has been well documented in tumor growth process and angiogenesis (20),
and for lymphatic development in mice (21). ERK phosphorylation has also been shown to be
a marker for angiogenic endothelial cells (14). MAPK/ERK and PI3K/AKT signaling pathways
are closely related to each other due to activation by similar extracellular signals and the
crosstalk between them (18). Interactions between these pathways are shown in Figure 1, and
such crosstalk is in agreement with the simultaneous activation of MAPK/ERK and PI3K/AKT

in our samples.

Oral lymphatic malformations may not regress or disappear spontaneously (22).
However, complications such as tongue’s extrusion, obstruction of upper airways and
difficulties in chewing and speech can occur depending on their location (4). Although the most
conventional treatments are sclerotherapy for macrocystic lymphatic malformations and

surgical resection for microcystic lymphatic malformations, the lesions often recur after
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treatment (13,23). Additionally, depending on the location of the lesions, surgical treatment

may be challenging (4).

It is well known that activating mutations in components of PI3K/AKT and
MAPK/ERK pathways occur in several human cancers, and targeted molecular inhibitors of
these pathways have been developed to improve treatment of these tumors (24,25). Following
the discovery of the pathogenic involvement of these same pathways in vascular malformations,
targeted therapies also started to emerge in this context (19). Sirolimus (a mTOR inhibitor) is
the most well studied drug in lymphatic malformations (26,27). In addition, inhibitors of
PIK3CA (Ly294002, Wortmannin) and of mTOR (Rapamycin) have been tested in vitro,
showing encouraging results in lymphatic endothelial cells from lymphatic malformations
(13,14). The activation of both PI3K/AKT and MAPK/ERK in oral lymphatic malformation
observed in the present study reveals these pathways play a role in the pathogenesis of these
oral lesions. Our results can be the basis for further studies investigating oral lymphatic
malformations molecular pathogenesis and targeted therapies as a step preceding surgical

removal in challenging cases.

In conclusion, we report activation of PI3K/AKT and MAPK/ERK signaling pathways
in endothelial cells of oral lymphatic malformations. Our results suggest that the activation of

such signaling pathways plays a role in the pathogenesis of oral lymphatic malformations.
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Table I: Clinical data of the 13 cases of oral lymphatic malformations included in the study

SAMPLE # AGE (years) SEX LOCATION
1 11 M Buccal mucosa
2 26 M Alveolar ridge
3 34 F  Buccal mucosa
4 35 F  Tongue (ventral side)
5 6 M Tongue dorsum
6 23 F  Tongue dorsum
7 7 M Tongue dorsum
8 10 F  Tongue dorsum
9 8 M Soft palate
10 12 F  Tongue (ventral side)
11 72 F  Right lateral tongue
12 8 M  Palatoglossal arch
13 8 M  Palatoglossal arch
14 7 F  Tongue dorsum

Abbreviations: F, female; M, male.
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Figure 1. Crosstalk between MAPK/ERK and PI3K/AKT pathways. Interactions between
external signals (e.g growth factors) and receptor tyrosine kinases (RTKSs) can activate both
pathways. In MAPK/ERK, the activated RAS-GTP interacts and activates RAF, which
phosphorylates and activates MEK, which activates ERK by phosphorylation. ERK then
phosphorylates a variety of nuclear and cytoplasmic target proteins. In PI3K/AKT, the external
signal stimulates the phosphorylation of PIP, by PI3K, converting it into PIPs. AKT is recruited
to the plasma membrane by binding to PIPz and is then activated due to phosphorylation by
PDK1 and mTORC2 that also bind PIP3. AKT then inhibits TSC leading to activation of
MTORC1I, since TSC inhibits mMTORC1. AKT leads to cell proliferation and cell survival by
inhibiting FOXO, GSK3, and BAD, since these proteins inhibit cell proliferation or induce cell
death. Therefore, both MAPK/ERK and PI3K/AKT pathways play important roles in cell

survival, proliferation, and growth. Such pathways interact through both cross-activation (green
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rectangles) and pathway convergence (red rectangles). Cross-activation includes activation of
PI3K by RAS, inhibition of TSC by ERK and RSK, which also activate mTORCL1. In these
cases, members of MAPK/ERK pathway regulate upstream components of PI3K/AKT
pathway, increasing its activity. In addition, both MAPK/ERK and PI3K/AKT can act directly
on the same downstream targets such as FOXO, GSK3, and BAD negatively regulating their
functions, characterizing pathway convergence. Although we have focused on interactions
through which both pathways act in the same direction, there are other mechanisms of pathway

cross-talk such as cross-inhibition and negative feedback loop (18).
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Figure 2. Histopathological features and immunohistochemical expression of pERK1/2
and pAKT1 in oral lymphatic malformations samples. (A, B) Oral lymphatic malformations
are characterized by numerous single endothelial lined vessels of variable sizes from
subepithelial region till the depth of tissue with lymphatic spaces containing proteinaceous
material and occasional inflammatory cells such as lymphocytes; H&E staining (A: original
magnification 50x; scale bar 300pum. B: original magnification 100x; scale bar 200 um). (C, D)
Lymphatic endothelial cells showed marked nuclear pERK1 immunoexpression (original
magnification 200x; scale bar 100um). (E, F) Positive cytoplasmic immunoexpression of
pAKT1 was observed in the lymphatic endothelial cells. Positive nuclear immunoexpression
was also detected in focal areas (E: original magnification 200x; scale bar 100um. F: original
magnification 400x; scale bar 50 pm). (C, E) Oral mucosa immunoexpression served as

positive internal control for the reactions.



