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RESUMO

Silva GM. Apoptose nas glandulas salivares humanas: avaliacdo de
marcadores no processo de tumorigénese da glandula utilizando como
modelos adenoma pleomérfico e o carcinoma mucoepidermdéide. Séo

Paulo; 2016. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de
lesdes, apresentando  diferentes  caracteristicas  histologicas e
comportamento clinico diverso. Esses tumores sao classificados em
benignos e malignos e correspondem a cerca de 3% dos tumores de cabeca
e pescoco. Apesar dos avangos alcancados pelas pesquisas, biomarcadores
que auxiliem no diagnostico das neoplasias das glandulas salivares e que
expliguem a sua evolucdo e progressao ainda sdo motivos de intensa
investigacdo. O mecanismo de apoptose desempenha um papel importante
na formacdo do limen durante a organogénese de estruturas glandulares,
incluindo o desenvolvimento das glandulas salivares. Neste estudo, foi
investigada a expressdo das proteinas: PAR-4, PHLDAl, FAS, FAS-L,
SPARC, MUCL1 e Ki-67, que estdo associadas aos processos de apoptose e
proliferacdo celular, em 40 casos de carcinoma mucoepidermoide e em 49
casos de adenoma pleomorfico utilizando a técnica de imunoistoquimica. A
proteina PAR-4 foi expressa em 98,0% dos casos de adenoma pleomérfico e
em 100,0% dos casos de carcinoma mucoepidermoide, apresentando
positividade nuclear e/ou citoplasmatica. A proteina MUC-1 foi expressa em
96,0% dos casos de adenoma pleomorfico e em 94,9% dos casos de
carcinoma mucoepidermdide, apresentando um padréo citoplasmatico de
expressado. A proteina Ki-67 foi expressa em meédia em 5,7 (variando de 0 a
54,3 células) células por 10 campos de grande aumento e em média em
29,8 (variando de 0 a 146,9 células) células por 10 campos de grande
aumento nos casos de carcinoma mucoepidermoide. A proteina SPARC foi

expressa em 79,5% dos casos de adenoma pleomorfico e em 45,5% dos



casos de carcinoma mucoepiderméide. Nos casos de carcinoma
mucoepidermdide a positividade foi observada nas células de suporte do
tumor. Nos casos de adenoma pleomorfico a positividade foi observada nas
células mioepiteliais. A proteina PHLDA1 foi expressa em 100,0% dos casos
de adenoma pleomoérfico e em 80,6% dos casos de carcinoma
mucoepidermaide. A proteina FAS foi expressa de maneira focal em 88,6%
dos casos de adenoma pleomérfico e em 66,7% dos casos de carcinoma
mucoepidermdide. A proteina FAS-L foi expressa em 10,4% dos casos de
adenoma pleomorfico e em 12,8% dos casos de carcinoma
mucoepidermodide. Comparando-se a expressdo das proteinas nos
diferentes tumores, foi observada uma maior expressdo das proteinas
SPARC, FAS e PHLDAl nos casos de adenoma pleomoérfico e maior
expressao da proteina Ki-67 nos casos de carcinoma mucoepidermoide. A
expressdo da proteina SPARC esta associada a tumores de baixo grau
histolégico e expressao da proteina Ki-67 esta associada com a presenca de
metastase em linfonodo nas amostras de carcinoma mucoepidermoide. A
expressdo da proteina FAS e menor expressao da proteina Ki-67 estédo
associadas a melhores taxas de sobrevida global e cancer especifica. Dessa
forma, a expresséo das proteinas SPARC, FAS e Ki-67 parece apresentar

um papel progndstico nos os tumores de glandula salivar.



SUMMARY

Silva GM. [Apoptosis in human salivary glands: evaluation of markers
during the tumorigenesis process using pleomorphic adenoma and
mucoepidermoid carcinoma as models]. Sdo Paulo; 2016. [Dissertacéo

de Mestrado-Fundacéo Antonio Prudente].

Salivary gland tumors comprise a heterogeneous group of lesions, with
different histological characteristics and different clinical behavior. These
tumors are classified as benign and malignant and correspond to 3% of the
head and neck tumors. Despite the advances in the research field,
biomarkers that aid in the diagnosis of salivary gland tumors and that explain
their evolution and progression are still matter of intensive research.
Apoptosis plays an important role in organogenesis of glandular structures,
including the development of salivary glands. In this study, the expression of
PAR-4, PHLDA1, FAS, FAS-L, SPARC, MUC1 and Ki-67 proteins was
investigated in 40 cases of mucoepidermoid carcinoma and 49 cases of
pleomorphic adenoma by immunohistochemistry. PAR-4 protein was
expressed in 98.0% of pleomorphic adenoma cases and 100.0% of
mucoepidermoid carcinoma cases, presenting nuclear and/or cytoplasmic
positivity. MUC1 protein was expressed in 96.0% of pleomorphic adenoma
cases and 94.9% of mucoepidermoid carcinoma cases, presenting a
cytoplasmic pattern. Ki-67 protein was expressed in 5.7 (range 0 to 54.3
cells) cells per 10 high power fields in pleomorphic adenoma cases and in
29.8 (range 0 to 146.9 cells) cells per 10 high power fields in
mucoepidermoid carcinoma cases. SPARC protein was expressed in 79.5%
of pleomorphic adenoma cases and in 45.5% of mucoepidermoid carcinoma
cases. In pleomorphic adenoma cases the positivity was observed in
myoepithelial cells whereas in mucoepidermoid carcinoma the positivity was
observed in the surrounding stroma. PHLDA1 protein was expressed in

100.0% of pleomorphic adenoma cases and 80.6% of mucoepidermoid



carcinoma cases. FAS protein was focally expressed in 88.6% of
pleomorphic adenoma cases and in 66.7% of mucoepidermoid carcinoma
cases. FAS-L protein was expressed 10.4% of pleomorphic adenoma cases
and 12.8% of mucoepidermoid carcinoma cases. Comparing protein
expression in both tumors it was observed an increased expression of FAS,
SPARC and PHLDAL proteins in pleomorphic adenoma cases and increased
expression of Ki-67 protein in mucoepidermoid carcinoma cases. The
expression of SPARC protein was associated with low grade tumors and
expression of Ki-67 protein was associated with lymph node metastasis in
mucoepidermoid carcinoma samples. The expression of FAS protein and
decreased expression of Ki-67 protein were associated with better overall
cancer-specific survival rates. Therefore, the expression of SPARC, FAS and

Ki-67 proteins seems to play a prognostic role for salivary gland tumors.
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1  INTRODUCAO

1.1 O DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sao estruturas complexas formadas por um
sistema de ductos e 4cinos. A estrutura do sistema ductal € composta por
células luminais e ndo-luminais (células basais e células mioepiteliais). As
unidades secretoras acinares e 0s ductos intercalares sao envolvidos pelas
células mioepiteliais enquanto que as outras por¢des do sistema ductal
contam com a presenca das células basais (RAUBENHEIMER et al. 1987,
REDMAN 1994).

Além das glandulas pequenas dispersas pela cavidade oral, existem
trés pares de glandulas salivares maiores: as glandulas par6tida,
submandibular (submaxilar) e sublingual. O parénquima destas glandulas
consiste em terminagdes secretoras e em um sistema de ductos ramificados
que se arranjam em lébulos, separados entre si por septos de tecido
conjuntivo que se originam da capsula. As terminagfes secretoras possuem
2 dois tipos de células secretoras — serosas ou mucosas, além das células
mioepiteliais ndo secretoras. Esta por¢cao secretora precede um sistema de
ductos cujos componentes modificam a saliva, a medida que a conduzem
para a cavidade oral (JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004; HOLMBERG e

HOFFMAN 2014).



As glandulas salivares se desenvolvem, de forma geral, de maneira
similar: sua formacéo se inicia com a proliferacdo de cordbes solidos de
células epiteliais que se proliferam e se ramificam, formando uma estrutura
pseudoglandular. A estrutura ramificada sofre entdo degeneracdo das
células centrais e se canaliza, formando estruturas secretoras terminais.
Estas sofrem um processo final de diferenciacdo que ira finalmente formar
os acinos maduros (TONGUE e LUKE 1984; HAND e WHITEHILL 1986;
DALE 1994; ELLIS e AUCLAIR 2008). As neoplasias das glandulas salivares
sdo derivadas dos diversos segmentos glandulares e, de forma geral,

relacionam-se com estes pelas caracteristicas fenotipicas e moleculares.

1.2 TUMORES DE GLANDULAS SALIVARES

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo de lesdes, apresentando diferentes caracteristicas histoldgicas
e comportamento clinico diverso. Esses tumores sdo classificados em
benignos (adenoma pleomoérfico, mioepitelioma, tumor de Warthin, entre
outros) caracterizados por crescimento lento e progressdo da doenca
indolente ou tumores e malignos (carcinoma mucoepiderméide, carcinoma
adendide-cistico, carcinoma de células acinares, entre outros) alguns
possuem um prognostico pior (BARNES et al. 2005; VASCONCELOS et al.
2015). Esses tumores representam 1% a 4% de todas as neoplasias

humanas e correspondem a cerca de 3% dos tumores de cabeca e pescoco,



(ALVES et al. 2002; LIMA et al. 2005; OGAWA et al. 2008; BAGULKAR et al.
2015).

O carcinoma mucoepidermoide (MEC) € o tumor maligno mais comum
das glandulas salivares, originando nas glandulas salivares maiores e
menores, ocorre principalmente nas glandulas parotidas apresentando uma
composicado variavel de células escamosas, mucosas e intermediarias
(AUCLAIR et al. 1992; BRANDWEIN et al. 2001; MCHUGH et al. 2012). E
frequentemente observado em criancas e adolescentes e tem uma leve
predilecdo por mulheres (HICKS e FLAITZ 2000; BRANDWEIN et al. 2001).

O adenoma pleomoérfico é o tumor benigno mais comum das
glandulas salivares. O padrdo histopatolégico de adenoma pleomorfico é
caracterizado pela heterogeneidade morfologica, grande diversidade celular,
pois possui mistura de células ductais e mioepiteliais, bem como alteracdes
no padrdo de diferenciacdo - graus variados de tecido condroide, hialino,
mixdide e 0sseo - e na arquitetura da glandula (IANEZ et al. 2013; ALAIZARI
et al. 2015). Apesar do adenoma pleomodrfico apresentar uma lenta
progressdo, sem tratamento pode causar significante morbidade e até a
morte se ocorrer transformacédo maligna (MENDENHALL et al. 2008). A taxa
de recorréncia desses tumores varia de 1 a 5% e também ha o risco de
transformacao maligna, que pode ocorrer de 3% a 4% dos casos (LINGAM
et al. 2011).

Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de se compreender
0S mecanismos envolvidos na tumorigénese desse grupo de lesdes. O

processo de apoptose parece desempenhar um importante papel na



formacdo das estruturas glandulares, incluindo o desenvolvimento das
glandulas salivares (MELNICK e JASKOLL 2000; JASKOLL et al. 2001;
PATEL et al. 2006; CHUNG e ANDREW 2008; ANDREW e EWALD 2010;

PRADHAN et al. 2010).

1.3 APOPTOSE

A manutencgdo da homeostasia tecidual nos organismos multicelulares
€ assegurada por diferentes mecanismos bioldgicos regulatorios, entre 0s
guais figura a apoptose. Organismos multicelulares séo capazes de induzir a
morte celular programada como resposta a estimulos intracelulares ou
extracelulares (HENGARTNER 2000). Os processos de morte celular podem
ser classificados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas em: apoptose, autofagia, necrose, mitose catastrofica e
senescéncia (OKADA e MAK 2004; CASTEDO et al. 2004). Alteragbes na
coordenacdo desses tipos de morte celular estdo implicadas na
tumorigénese, progressao de tumores e resisténcia de células tumorais a
guimioterapia (FERREIRA et al. 2001; RAMP et al. 2004; RICCI e ZENG
2006; BAGULKAR et al. 2015).

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfoldgicas
muito marcantes e coordenadas. De um modo geral, a apoptose é um
fenbmeno bastante rapido: ocorre uma retracdo da célula que causa perda
da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas (ZIEGLER e

GROSCURTH 2004). Sob circunstancias normais, as células em apoptose



sdo reconhecidas e fagocitadas pelos macréfagos ou células vizinhas. A
ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial) (GRIVICICH
et al. 2007) (Figura 1).

A via extrinseca é desencadeada pela ligacédo de ligantes especificos
a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de
fatores de necrose tumoral (BUDIHARDJO et al. 1999; ELMORE 2007). Ja a
via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
deprivacao de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de
oncogenes, ocorrendo a liberagdo de moléculas pré-apoptéticas para o

citoplasma (ELMORE 2007; TAYLOR et al. 2008).
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Fonte: Modificado de PARRINO et al. (2007).
Figura 1 - Mecanismos de apoptose: proteinas envolvidas nas vias

extrinseca e intrinseca. Na via extrinseca a apoptose é desencadeada pela interacéo
entre os receptores de morte e seus ligantes (no caso demonstrado, o Fas e Fas-L). Apds
essa interacdo, os receptores formam agregados que se ligam a proteina adaptadora
FADD, presente no citoplasma, que tem a capacidade de recrutar a caspase-8 ativando a
cascata de caspases. A proteina PAR-4 pode ativar a via extrinseca da apoptose facilitando
o trafego de Faz e FasL na membrana plasmatica, e também a via intrinseca, através da
inibicdo da proteina Bcl-2. J4 na via intrinseca ocorre a migracdo de proteinas pro-
apoptoticas (Bax e Bid) do citoplasma para a mitocondria, alterando a permeabilidade da
membrana e permitindo a liberacdo de outras proteinas pro-apoptéticas no citoplasma. O
citocromo ¢ € uma dessas proteinas e ativa a pro-caspase-9 desencadeando a cascata de
caspases e resultando na apoptose pela via mitocondrial. A proteina PHLDA1 pode atuar

como pré ou anti-apoptética, dependendo do tipo celular.

A demonstracdo de que a apoptose é um mecanismo de defesa
antineoplasica e de que varios agentes quimioterapicos agem através da
inducdo desse tipo de morte celular levou a uma intensa investigacdo dos
mecanismos moleculares da apoptose e sua aplicacdo no tratamento do
cancer (NICHOLSON 2000). Bcl-2, Bcl-xL e Mcl-1 sdo proteinas

antiapoptoticas que sdo frequentemente observadas em muitos tipos de



tumores e contribuem para a resisténcia ao tratamento quimioterapico
(GRIVICICH et al. 2007). Por outro lado, Bax, Bid e Bak s&o proteinas pro-
apoptoticas (HENGARTNER 2000).

Estudo prévio de nosso grupo (dados nao publicados) demonstrou a
ocorréncia de sinalizacdo anti-apoptética nos tumores de glandula salivar:
alta expressao de survivina em amostras de carcinoma mucoepidermoide e
areas solidas do adenoma pleomorfico. Expressao de Bcl-2 foi observada no
carcinoma mucoepidermoéide e também em areas periféricas do adenoma
pleomodrfico. Contudo, expressao de caspase-3 foi observada em cerca de
50% das amostras de carcinoma mucoepidermoide e adenoma pleomorfico,
sugerindo que outros mecanismos apoptoticos e proliferativos possam estar
ativos nesses tumores. Dessa forma, para um melhor entendimento da
tumorigénese da glandula salivar, torna-se necessaria a investigacdo de um
painel de marcadores associados a regulacdo da apoptose e proliferacéo

celular:

v PAR-4

O gene PAR-4 (do inglés: prostate apoptosis response-4, também
conhecido como PAWR, do inglés: PKC apoptosis WT1 regulator) foi
identificado pela primeira vez por meio da técnica de hibridacdo diferencial
como um gene relacionado a apoptose em células de cancer da prostata
(SELLS et al. 1994). PAR-4 € expressa em células normais e tumorais
(FRANCHITTO et al. 2010), apresentando funcdo pro-apoptotica

(SHRESTHA-BHATTARAI e RANGNEKAR et al. 2010; IRBY et al. 2013).



Esta proteina é essencial para a sensibilizacdo das células para diversos
estimulos apoptoticos (DIAZ-MECO et al. 1999), ativando a via extrinseca da
apoptose, facilitando o trafego de Fas e FasL na membrana plasmatica, e
também a via intrinseca, através da inibicdo de Bcl-2 (ZHAO e
RANGNEKAR 2008). PAR-4 é silenciada ou reprimida em varios tipos de
cancer, incluindo gliomas, carcinoma de células renais, neuroblastoma,
carcinoma de endométrio, cancer de mama entre outros (COOK et al. 1999;
QIU et al. 1999; ZHAO e RANGNEKAR 2008; NAGAI et al. 2010).

Estudos tém sugerido que PAR-4 € amplamente expressa em tecidos
normais e linhagens celulares, primariamente no citoplasma, e ndo induz a
apoptose a menos que haja um segundo estimulo. Ja em células tumorais, a
proteina PAR-4 é expressa no citoplasma e no nucleo, sendo a atividade
indutora de apoptose associada a translocacdo nuclear (GOSWAMI et al.
2006; ZHAO e RANGNEKAR 2008; SHRESTHA-BHATTARAI e
RANGNEKAR 2010). Em carcinoma epidermoide oral, foi observada forte
expressdo nuclear e citoplasmatica de PAR-4, sendo expressdo nuclear
associada a um bom progndéstico enquanto que a expressao citoplasmatica
foi associada a presenca de invasdo vascular e presenca de metastase em

linfonodo (COUTINHO-CAMILLO et al. 2013).

4 PHLDAL1
PHLDAL1 (do inglés: pleckstrin homology-like domain family A member
1; também conhecido como TDAG51) esta localizado no cromossomo

12915. A expressdao de PHLDA1l foi inicialmente associada com a



restauracdo da apoptose induzida por ativacdo do receptor de células T
(PARK et al. 1996; MURATA et al. 2014). Diversas evidéncias experimentais
tém sugerido que PHLDAL1 esteja envolvida nas vias extrinseca e intrinseca
da apoptose. Contudo os mecanismos envolvidos ainda precisam ser
elucidados (NAGAI 2016). Expressdo de PHLDA1 associada a aumento da
expressdo de caspase 9 e PARP clivada sugere que essa proteina possa
ativar a via intrinseca da apoptose (NEEF et al. 2002). Contudo, diversos
estudos tém demonstrado que PHLDAL1 pode apresentar funcdes opostas
(pro- ou anti-apoptoticas) dependendo do tipo celular (PARK et al. 1996;
GOMES et al. 1999; HOSSAIN et al. 2003; TOYOSHIMA et al. 2004;
HAYASHIDA et al. 2006; JOO et al. 2007; MURATA et al. 2014).

Perda da expressédo de PHLDAL tem sido associada a progressao em
tumores de mama e melanoma (NEEF et al. 2002; NAGAI et al. 2007). Por
outro lado, perda da expressédo de PHLDA1 em carcinoma epidermoide oral
foi associada a estadios precoces da doenca (COUTINHO-CAMILLO et al.

2013).

4 MUC-1

As mucinas sao glicoproteinas produzidas por células epiteliais,
componentes do muco e conhecidas por desempenhar um papel de
protecdo em tecidos epiteliais (MONIAUX et al. 2001; GONCALVES et al.
2011). MUC-1 pode sofrer glicosilacdo aberrante e tem sua expressao

aumentada em diversos tipos de tumores, sendo importante para a
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progressao da doenca (HORM e SCHROEDER 2013; NATH e MUKHERJEE
2014).

MUC-1 €& uma das proteinas mais estudadas em tumores das
glandulas salivares (SOARES et al. 2011). Os anticorpos anti-mucina tém
sido utilizados com o objetivo de estabelecer a relacéo entre a presenca de
atividade mucosecretora e o prognéstico do carcinoma mucoepidermoide
(LIU et al. 2014; SIYI et al. 2014). Estudos em modelo animal e in vitro
demonstraram um papel importante da MUC1 nos processos de regulacdo
da proliferacdo, angiogénese, invasdo, metastase e também na evasao da
apoptose, impedindo a ativacdo da via intrinseca da apoptose (NATH e
MUKHERJEE 2014).

Nosso grupo avaliou a expressao de diversas mucinas durante o
desenvolvimento das glandulas salivares humanas e observou que as
mucinas MUC-1, -3, -4, -5B e -16 s&o expressas durante o desenvolvimento
e também em glandulas adultas, sugerindo um papel importante na
maturacdo e manutencdo da rede de ductos glandulares (TESHIMA et al.

2011).

4 SPARC

SPARC (do inglés: secreted protein acidic and rich in cysteine) ou
osteonectina € uma proteina da matriz extracelular, que possui um papel
significativo na manutencdo da estabilidade e da homeostase tecidual. E
altamente expressa em uma variedade de células e estd associada a

remodelagem de tecidos (MCCURDY et al. 2010). Sua funcédo é de modular
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as interacbes célula-célula e célula-matriz (BORNSTEIN e SAGE 2002),
atuando como reguladora chave dos processos de proliferacéo,
sobrevivéncia e migracdo celular (BREKKEN e SAGE 2001). SPARC é
expressa de forma diferente em varios tipos de cancer e no estroma
circundante em comparacdo com tecidos normais, e o seu padrédo de
expressao é variavel e altamente dependente do tipo de cancer (AQUINO et
al. 2013).

SPARC é conhecida por interferir com a ligacdo de fatores proé-
angiogénicos aos seus receptores em ceélulas endoteliais resultando na
inibicdo da proliferacdo e na angiogénese. Em alguns tipos de cancer, a
expressdo SPARC tem sido associada a progressao e pior prognostico,
como, por exemplo, em tumores astrociticos, cancer de mama, melanoma
maligno, nos quais SPARC é considerado um marcador de comportamento
tumoral agressivo (NAGAI et al. 2011; GORANTLA et al. 2012; EBRAHIMI et

al. 2013).

4 Ki-67

Ki-67 € um antigeno de proliferacdo celular, que esta presente em
todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas nao na fase GO.
Sua expressdo aumenta com a progressao do ciclo celular e atinge o seu
pico durante a fase G2 e M tornando-se uma ferramenta importante para a
determinacdo da fracdo de crescimento em uma determinada populacéo

celular (VARGAS et al. 2008; BAGULKAR et al. 2015).
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Alguns estudos tém demonstrado que alta expressdo do Ki-67 esta
correlacionada com um pior prognoéstico em tumores de cabeca e pescoco,
enquanto outros ndo mostram nenhuma associacdo ou resultado oposto
(PICH et al. 2004; HWA et al. 2015). Diversos autores tém avaliado a
atividade de proliferacdo celular em tumores de glandulas salivares por
imunoistoquimica utilizando o Ki-67, tanto para diferenciar entre neoplasias
benignas e malignas como também para avaliar as caracteristicas
prognésticas de neoplasias malignas, sendo que o Ki-67 foi identificado em
tumores malignos de glandulas salivares principalmente de alto grau (ALVES
et al. 2004; PEREZ et al. 2004; LUUKKAA et al. 2006; DO PRADO et al.

2011).

4 FAS e FAS-L

Fas (também conhecido por CD95 ou TNFRSF6) € um membro da
familia de receptores de morte celular. Os membros da superfamilia do fator
de necrose tumoral (TNF), incluindo Fas Ligante (FAS-L), desempenham
papeis criticos na tumorigénese, proliferacdo, apoptose e processos imunes
(ZHANG et al. 2015). A interacdo de FAS com o seu ligante FAS-L (CD95L,
CD178) leva a inducédo da apoptose. A apoptose induzida por FAS esta
envolvida na atividade citotoxica de células T e células NK (DAVIDSON et al.
2002), tolerancia de células B periféricas e eliminacdo de células T auto-
reativas (JU et al. 1995; STRANGES et al. 2007). Fas também pode induzir

a sinalizacdo nado apoptoética, resultando na proliferacdo celular,
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angiogénese, inflamacdo e no processo de fibrose (RAMASWAMY et al.

2009; MOCELLIN 2010).

1.4 JUSTIFICATIVA

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo de lesbes, apresentando diferentes caracteristicas histologicas
e comportamento clinico diverso. A compreensdo dos mecanismos
envolvidos na tumorigénese desse grupo de lesdes € essencial e 0 processo
de apoptose parece desempenhar um importante papel na formacéo das
estruturas glandulares, incluindo o desenvolvimento das glandulas salivares
e tumores. Contudo, poucos estudos tém avaliado o papel da apoptose no
desenvolvimento de tumores de glandula salivar. Esses estudos avaliaram a
expressao de poucas moléculas por imunoistoquimica e expressao génica,
especialmente o papel do Bcl-2 e da survivina e os resultados observados
sdo contraditorios (SOINI et al. 1998; AOKI et al. 2004; STENNER et al.
2010; FERREIRA et al. 2014; ACASIGUA et al. 2015). Dessa forma, a
avaliacdo de um painel de proteinas relacionadas a regulacéo dos processos
de apoptose e proliferacao celular pode trazer um melhor entendimento dos
mecanismos de desenvolvimento/progressdo dos tumores de glandula

salivar.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Investigar a presenca de marcadores de apoptose e proliferacao

celular em amostras de adenoma pleomoérfico e de carcinoma

mucoepidermoide

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e quantificar a expressao das proteinas PAR-4, PHLDAL,
MUC-1, SPARC, Ki-67, FAS e FAS-L em amostras de adenoma
pleomérfico e amostras de carcinoma mucoepidermoide por
imunoistoquimica

Verificar se existe diferenca na expressdo das proteinas PAR-4,
PHLDA1, MUC-1, SPARC, Ki-67, FAS e FAS-L entre as amostras de
adenoma pleomorfico e de carcinoma mucoepidermoide

Verificar se existe associacao entre a expressao das proteinas PAR-4,
PHLDA1, MUC-1, SPARC, Ki-67, FAS e FAS-L e caracteristicas
clinicas, demogréaficas e patolégicas em amostras de adenoma
pleomorfico e amostras de carcinoma mucoepidermaoide

Verificar se existe associagdo entre a expressao das proteinas PAR-4,
PHLDA1, MUC-1, SPARC, Ki-67, FAS e FAS-L e taxas de sobrevida
global e cancer especifica em pacientes com carcinoma

mucoepidermoide
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionadas 49 amostras de adenoma pleomorfico e 40
amostras de carcinoma mucoepidermdide, provenientes dos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica do AC Camargo Cancer Center. Os
pacientes foram submetidos a cirurgia no periodo de 1984 a 2004. As
laminas coradas em hematoxilina e eosina de cada caso foram analisadas,
com o auxilio de um patologista, para checagem das estruturas glandulares
presentes e selecdo do material a ser utlizado na pesquisa. Dados
demograficos, clinicos e patoldgicos de cada caso, incluindo informacdes
sobre metastase, invasdo perineural e invasdo vascular, foram estudados
nos prontuarios arquivados no SAME do AC Camargo Cancer Center. Foram
incluidos no estudo pacientes que dispunham de material parafinado para a
realizacdo da imunoistoquimica e que ndo realizaram tratamento
neoadjuvante.

Dez espécimes de glandulas salivares sem evidéncia de neoplasia e
provenientes de margens cirdrgicas também foram incluidos no estudo.
Essas glandulas salivares compreendem glandulas mucosas (menores) de
véarias regides da cavidade oral, e glandulas salivares maiores - parotida,

submandibular e sublingual.
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Apés a escolha dos fragmentos a serem utilizados na pesquisa, 0s
blocos de parafina foram separados e cortes histoldgicos desse material,
com 3um de espessura, foram utilizados para a realizacdo da técnica de
imunoistoquimica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Instituicdo (protocolo numero: 1578/11D) (Anexo 1).

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

As laminas preparadas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol
por 5 minutos. O tecido foi re-hidratado em etanol e as laminas lavadas em
agua.

A recuperacdo antigénica € um processo que aumenta a reatividade e
foi realizada por tratamento com calor na presenca de: citrato de sodio pH
6.0 ou solucéao Trilogy (Cell Marque), utilizando-se panela de presséo, de
acordo com a padronizacdo de cada anticorpo. A lista dos anticorpos que
foram utilizados encontra-se no Quadro 1. Apds a recuperacao antigénica foi
feito o bloqueio da peroxidase enddgena utilizando-se solucédo de peroxido
de hidrogénio em 3 banhos de 5 minutos.

Em seguida foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas utilizando-
se a solucéo Protein Block (Dako) por 20 minutos. As laminas foram entédo
incubadas por 16 horas a 4°C com o anticorpo especifico.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de

deteccdo Advance (Dako). A revelacao foi feita utilizando-se como substrato
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cromogeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contra-coloracdo foi feita
utilizando-se a hematoxilina. Todas as rea¢des foram acompanhadas de um
controle, em tecido sabidamente positivo para cada anticorpo testado. As
reacoes foram analisadas em microscépio convencional e os dados
estudados de forma descritiva e semi-quantitativa. Na analise semi-
quantitativa foi considerado o seguinte escore, baseado no numero de
células e intensidade de marcacéao: 0, negativo (quando até 10% das células
estdo marcadas); 1, positivo (mais de 10% das células marcadas). Para a
analise da proteina Ki-67 a positividade nuclear foi avaliada no numero de
células positivas em 10 areas em campo de grande aumento. Na analise
descritiva foi avaliada a localizagdo da marcacdo (nucleo, citoplasma,
membrana) e o padrdo de marcacao (difuso, focal). A analise foi feita por

dois avaliadores que avaliaram consensualmente os padrbes de marcacao.

Quadro 1 - Anticorpos primarios, clones, procedéncia, diluicdo, recuperacéo
antigénica e padrao de marcacgao

Anticorpo Clone Fornecedor Diluigdo de Recqura_lgao Padrao 9e
uso antigénica Marcagéo
PAR4 A-10 | SantaCruz 1:100 | Panelade pressdo, | Nuclear e/ou
citrato pH 6.0 citoplasmatico
PHLDAL | M-20 | SantaCruz | 1:100 | Faneladepressdo, | Nucleare/ou
Trilogy* citoplasmatico
. Panela de presséo, | . "
MUC-1 Ma552 Novocastra 1:500 citrato pH6.0 Citoplasmatico
SPARC Policlonal | Chemicon 1:6000 Panelz%rﬂﬁ)g)r/essao, Citoplasmatico
Pronto para Protocolo
Ki-67 MIB Dako P automatizado Nuclear
uso
(Ventana)
FAZ | EPR5700 |  LSBio 1:1000 Pa”e"".‘rﬂﬁ)g;essao’ Membrana
FAS-L Policlonal LSBio 1:500 Panela}l_(rji:eog;essao, Membrana

* Trilogy, solucéo disponivel comercialmente que permite a desparafinizacdo e recuperacao

antigénica em uma Unica etapa
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise de associacdo das variaveis qualitativas foi avaliada pelo
teste qui-quadrado ou exato de Fisher quando apropriado. Para comparacao
de grupos em relacdo a variaveis quantitativas foram utilizados os testes nao
paramétricos de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-
Meier e a comparacéo entre as curvas foi avaliada pelo teste de log-rank. O
nivel de significAncia adotado foi de 5% para todos os testes. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SPSS (versao 20).
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4 RESULTADOS

41 SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram selecionadas 49 amostras de adenoma pleomorfico e 40
amostras de carcinoma mucoepidermdéide. Imagens representativas de

alguns casos selecionados podem ser observadas nas Figuras 2 e 3.



20

Figura 2 - Aspectos histopatologicos do carcinoma mucoepidermaide. A e B,
células mucosas do carcinoma mucoepidermoide, com aspecto claro e de citoplasma amplo
circundando cavidade preenchida por material eosinofilico (aumento original x250 e x400,
respectivamente); C e D, &rea do carcinoma mucoepiderméide mostrando mistura de
células mucosas com células intermediarias de aspecto basaléide (aumento original x250);
E e F, areas do carcinoma mucoepidermoéide permeadas pelo infiltrado inflamatério e

necrose (aumento original x100 e x250, respectivamente).
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Figura 3 - Aspectos histopatologicos do adenoma pleomorfico. A e B, adenoma
pleomorfico: relacdo da neoplasia com a pseudocapsula e sua proximidade com as
glandulas salivares (em B) (aumento original x100); D e E, exemplos de estroma que
compdem o adenoma pleomorfico. Em C estroma hialino e em D estroma mixéide (aumento
original x100); E e F, celularidade do adenoma pleomdrfico: em E células mioepiteliais de
fenotipo plasmocitéide e em F estruturas ductiformes circundadas por células claras

mioepiteliais em meio a estroma hialino (aumento original x250).
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4.2 DADOS CLINICOS, PATOLOGICOS E DEMOGRAFICOS

Os dados clinicos, patolégicos e demograficos dos pacientes
portadores de adenoma pleomoérfico foram coletados. Das informacgdes
disponiveis temos que 32 eram mulheres e 17 homens e as idades variaram
entre 13 e 80 anos de idade (média das idades = 43,21 anos). O local mais

frequentemente acometido foi a parétida com 30 pacientes (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas dos
pacientes com adenoma pleomorfico

Caracteristicas Categorias Nimero de pacientes (%)

Idade <=40 22 (45,0)
> 40 27 (55,0)
Género Feminino 32 (65,0)
Masculino 17 (35,0)
Raca Branca 40 (82,0)

N&o branca 7 (14,0)

n/d* 2 (4,0
Local do tumor Parotida 30 (61,0)
Submandibular 11 (23,0)

Recidiva Sim 4 (8,0)
Nao 45 (92,0)

* n/d informag&o n&o disponivel

Os dados clinicos, patolégicos e demograficos dos pacientes
portadores de carcinoma mucoepidermodide foram coletados. Das
informacdes disponiveis temos que 19 eram mulheres e 21 homens e as
idades variaram entre 8 e 81 anos de idade (média das idades = 43,13
anos). O local mais frequentemente acometido foram as glandulas salivares

menores com 22 pacientes (Tabela 2).



Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas,
pacientes com carcinoma mucoepiderméide
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clinicas e patolégicas dos

Caracteristicas Categorias NUumero de pacientes (%)
Idade <=40 16 (40,0)
> 40 24 (60,0)
Género Feminino 19 (47,5)
Masculino 21 (52,5)
Raca Branca 38 (95,0)
N&o branca 2 (5,0)
Grau histologico Baixo 14 (35,0)
Intermediario 11 (28,0)
Alto 14 (35,0)
n/d* 1(2,0)
Local do tumor Parétida 16 (40,0)
Sublingual 1(2,5)
Submandibular 1(2,5)
Glandulas menores 22 (55,0)
Linfonodo comprometido Sim 17 (43,0)
Nao 11 (27,0)
n/d 12 (30,0)
Invasao perineural Sim 19 (48,0)
Nao 14 (35,0)
n/d 7 (17,0)
Invasdo vascular Sim 7 (17,0)
Nao 25 (63,0)
n/d 8 (20,0)

* n/d informac&o n&o disponivel

4.3 IMUNOISTOQUIMICA

As reacdes imunoistoquimicas foram realizadas para os 40 casos de

carcinoma mucoepidermoide, 49 casos de adenoma pleomorfico e 10 casos

de glandulas salivares sem evidéncia de neoplasia para avaliacdo das

proteinas PAR-4, MUC-1, Ki-67, PHLDAl, SPARC, FAS e FAS-L. As
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laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico e os dados estudados de
forma qualitativa e semiquantitativa (Anexo 2).

A proteina PAR-4 foi expressa em 48 dos 49 (98,0%) casos de
adenoma pleomorfico e nos 40 (100,0%) casos de carcinoma
mucoepidermoide. A positividade foi nuclear e/ou citoplasmatica. Nos casos
de adenoma pleomdrfico a positividade nuclear foi observada nas células
epiteliais e mioepiteliais. Nos casos de carcinoma mucoepidermdide foi
observada positividade nuclear nas células intermediarias e positividade
citoplasmatica nas células mucosas e epidermoides (Tabela 3, Figuras 4 e
5).

A proteina MUC-1 foi expressa em 47 dos 49 (96,0%) casos de
adenoma pleomorfico e em 37 dos 39 (94,9%) casos avaliaveis de
carcinoma mucoepiderméide. MUC-1 apresentou um padrao citoplasmatico
de expressdo. Nos casos de adenoma pleomorfico a positividade foi
observada nas estruturas Iluminais. Nos casos de carcinoma
mucoepidermodide a positividade foi observada nas células mucosas e
intermediarias (Tabela 3, Figuras 4 e 5).

A proteina Ki-67 foi expressa em média em 5,7 (variando de 0 a 54,3
células) células por 10 campos de grande aumento nos 45 casos de
adenoma pleomoérfico avaliaveis. Também foi expressa em média em 29,8
(variando de 0 a 146,9 células) células por 10 campos de grande aumento
nos 33 casos de carcinoma mucoepidermdide avaliaveis. Nos casos de

carcinoma mucoepiderméide a positividade foi observada nas células
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intermediarias e epidermodides. Nos casos de adenoma pleomorfico a
positividade foi observada nas células mioepiteliais (Tabela 3, Figuras 4 e 5).

A proteina SPARC foi expressa em 35 dos 44 (79,5%) casos
avaliaveis de adenoma pleomorfico e em 15 dos 33 (45,5%) casos avaliaveis
de carcinoma mucoepidermoide. Nos casos de carcinoma mucoepidermoide
a positividade foi observada nas células de suporte do tumor. Nos casos de
adenoma pleomorfico a positividade foi observada nas células mioepiteliais
(Tabela 3, Figuras 4 e 5).

A proteina PHLDAL foi expressa nos 47 (100,0%) casos avaliaveis de
adenoma pleomorfico e em 29 dos 36 (80,6%) casos avaliaveis de
carcinoma mucoepidermoide. Nos casos de carcinoma mucoepiderméide a
positividade foi observada nas células intermediarias e epidermoides. Nos
casos de adenoma pleomdérfico a positividade foi observada nas células
epiteliais (Tabela 3, Figuras 4 e 5).

A proteina FAS foi expressa focalmente em 31 dos 35 (88,6%) casos
avaliaveis de adenoma pleomorfico e em 22 dos 33 (66,7%) casos avaliaveis
de carcinoma mucoepidermoide. Nos casos de carcinoma mucoepidermoide
a positividade foi observada nas células intermediarias e epidermadides. Nos
casos de adenoma pleomdrfico a positividade foi observada nas células
mioepiteliais e epiteliais (Tabela 3, Figuras 4 e 5).

A proteina FAS-L foi expressa em 5 dos 48 (10,4%) casos avaliaveis
de adenoma pleomorfico e em 5 dos 39 (12,8%) casos avaliaveis de
carcinoma mucoepiderméide. Em ambos os tumores a positividade foi

observada em raras células (Tabela 3, Figuras 4 e 5).
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Nas glandulas salivares sem evidéncia de neoplasia as proteinas
PAR-4 e FAS foram focalmente expressas. As proteinas MUC-1 e SPARC
foram amplamente expressas e as proteinas PHLDAl FAS-L nao foi

expressa (Figura 6).
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Tabela 3 - Analise da imuno-expressao das proteinas PAR-4, MUC-1, Ki-67,
SPARC, PHLDAL, FAS e FAS-L em amostras de adenoma pleomorfico e
carcinoma mucoepidermaoide

. Positivo Negativo  Total de
Proteina Tumor (%) %) casos p valor
PAR-4 Adenoma pleomorfico 48 (98,0) 01 (2,0) 49
(nuclear e/ou "
h - n/a
citoplasmatico)
Carcinoma mucoepidermoide 40 (100,0) 00 (0,0) 40
MUC-1 Adenoma pleomorfico 47 (96,0) 02 (4,0) 49
(citoplasmatico) >0,99
Carcinoma mucoepidermdide 37 (94,9) 02 (5,1) 39
Ki-67 Adenoma pleomorfico 5,7 (0 a54,3)* 45
(nuclear) 0,001
Carcinoma mucoepidermoide 29,8 (0 a 146,9) 33
SPARC Adenoma pleomorfico 35 (79,5) 9 (20,5) 44
(citoplasmatico) 0,003
Carcinoma mucoepidermdide 15 (45,5) 18 (54,5) 33
PHLDA1 Adenoma pleomorfico 47 (100,0) 00 (0,0) 47
(nuclear g/pu 0,002
citoplasmatico)
Carcinoma mucoepidermoide 29 (80,6) 07 (19,4) 36
FAS Adenoma pleomorfico 31 (88,6) 04 (11,4) 35
(membrana) 0,041
Carcinoma mucoepidermdide 22 (66,7) 11 (33,3) 33
FAS-L Adenoma pleomorfico 5(10,4) 43 (89,6) 48
(membrana) 0,748
Carcinoma mucoepidermoide 5(12,8) 34 (87,2) 39

* nado avaliavel

** namero de células positivas contadas em 10 campos de grande aumento



28

&

3

Al
.

!
-
5

t
gﬁmw'g,..n. a 3 $)
2SR

e
9, P LIy 52‘-. )

L
;ﬁ %ﬂ A
W f}; bl

Figura 4 - Expressao das protel’nas PAR-4, MUC-1, Ki- 67 PHLDA1,
SPARC, FAS, FAS-L em amostras de carcinoma mucoepidermdide das

glandulas salivares. A, expressdo nuclear e citoplasmatica de PAR-4 em células
mucosas; B e C, expressdo de MUC-1 em células mucosas e intermediarias; D e E,
expressdo intensa de Ki-67; F, expressdo de PHLDA1l no citoplasma das células
intermediarias e mucosas; G, expressdo de PHLDAL nas células epiderméides; H e I,
expressdo de SPARC na matriz extracelular; J e K, expressao de FAS em padrdo de
membrana em raras células epiderméides; L, expresséo focal de FAS-L.
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Figura 5 - Expressdo das proteinas PAR-4, MUC-1, Ki-67, PHLDA1,
SPARC, FAS, FAS-L em amostras de adenoma pleomorfico das glandulas

salivares. A, expressdo nuclear intensa de PAR-4 nas células luminais; B e C, expressio
de MUC-1 em estruturas luminais; D e E, baixa expressdo de Ki-67; F, expressédo
citoplasmatica de PHLDAL; G, expressdao de SPARC na matriz extracelular; H e |,
expressao citoplasmatica de SPARC; J e K, expressdo de FAS em padrao de membrana
em células isoladas; L, expressdo de FAS-L em padrdo de membrana em raras células

proximas a matriz condroide.
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Figura 6 - Expresséo das proteinas PAR-4, MUC-1, PHLDA1, SPARC, FAS,
FAS-L em amostras de glandula salivar sem evidéncia de neoplasia.



31

4.4 ANALISE ESTATISTICA

4.4.1 Andlise da expressao das proteinas nos diferentes tumores
Comparando-se a expressao das proteinas nos diferentes tumores, foi
observada uma maior expressao das proteinas SPARC e FAS nos casos de
adenoma pleomoérfico (p=0,003 e p=0,041, respectivamente). A expressao
da proteina PHLDA1l também foi menor nos casos de carcinoma
mucoepidermdide. Contudo, esse resultado deve ser analisado com cautela
pois ndo ha casos negativos para adenoma pleomoérfico (p=0,002). Com
relagéo a proteina Ki-67, foi observada uma maior expressdo nos casos de
carcinoma mucoepidermdide (p=0,001). Esses resultados estdo descritos na

Tabela 3.

4.4.2 Andlise da associacdo da expressdo das proteinas e
caracteristicas clinicas, demogréficas e patolégicas

Na andlise de associagao entre a expressao proteica e caracteristicas
clinicas, demograficas e patolégicas do tumor foi observado que a expresséo
de SPARC est4d associada a baixo grau histolégico em carcinoma
mucoepidermdide (p=0,006) (Tabela 4). Considerando-se a expressao dessa
proteina em adenoma pleomérfico ndo houve associagdo estatisticamente
significativa com nenhuma das caracteristicas avaliadas (Tabela 5). A
expressdo da proteina Ki-67 estd associada com a presenca de metastase
em linfonodo nas amostras de carcinoma mucoepidermodide (p=0,036)

(Tabela 6). Considerando-se a expressao dessa proteina em adenoma
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pleomérfico ndo houve associacdo estatisticamente significativa com

nenhuma das caracteristicas avaliadas (Tabela 7).

Tabela 4 - Associacdo da expressao da proteina SPARC com caracteristicas
clinicas, demogréaficas e patologicas em amostras de carcinoma
mucoepidermoide

SPARC
] ) Negativo Positivo Valor de
Variavel Categoria Total
(%) (%) p

Masculino 11 (61,00 7 (39,0) 18

Género o 0,407
Feminino 7 (46,5) 8 (53,5) 15
Branca 18 (58,0) 13 (42,0) 31

Raca . 0,199
N&o branca 0 (0,0) 2 (100) 2
Menor ou igual a 40 7 (58,0) 5(42,0) 12

Idade . 0,741
Acima de 40 11 (52,0) 10 (48,0) 21
Parotida 7 (52,0) 5 (42,0) 12
Submandibular 1 (100) 0 (0,0) 1

Local do tumor ) 0,918
Sublingual 1 (100) 0 (0,0) 1
Glandulas salivares menores 9 (47,0) 10 (53,0) 19
Baixo 2(17,00 10(83,0) 12

Grau histolégico Intermediario 5(71,5) 2 (28,5) 7 0,006
Alto 10 (77,0) 3(23,0) 13
Nao 12 (57.0) 9 (43,0) 21

Invaséo vascular _ 0,635
Sim 2 (40,0) 3(60,0) 5
) Nao 8 (50,00 8(50,0) 16

Invaséo perineural . 0,696
Sim 7 (64,00 4 (36,0) 11

Linfonodo N&o 7 (64,0) 4 (36,0) 11 >0,99

comprometido Sim 8 (61,5) 5(38,5) 13
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Tabela 5 - Associacdo da expressao da proteina SPARC com caracteristicas
clinicas, demograficas e patolégicas em amostras de adenoma pleomorfico

SPARC
N ti Positi Valor d
Variavel Categoria egatvo - Fositivo Total alorde
(%) (%)

. Masculino 1(8,00 12(92,0) 13

G 0,242
enero Feminino 8(26,0) 23(740) 31
B 8(22,0)0 28(78,0 36

Raca oranca (22,0) 28 (8,0) >0,99
N&o branca 1(17,00 5(83,0) 6

Idade Menor_ou igual a 40 3(15,0) 17 (85,0) 20 0.477
Acima de 40 6 (25,0) 18(75,0)0 24
Parétida 6 (22,00 21(78,0) 27

Local do tumor Submandibular 0(0,0) 9(100,0) 9 0,134

Glandulas salivares menores 3 (37,5) 5 (62,5) 8

Tabela 6 - Associacdo da expressao da proteina Ki-67 com caracteristicas
clinicas, demogréficas e patolégicas em amostras de carcinoma
mucoepidermoide

Ki-67
(média)
Variavel Categoria Total Valordep
Masculino 34,77 16
Género 0,752
Feminino 24,86 16
Branca 31,53 30
R 0,488
aca Nao branca 4,05 2
Menor ou igual a 40 21,09 13
\dade Acima de 40 3578 19 0,570
Parétida 37,84 13
Local do tumor Subma.nd|bular ) 0 0,742
Sublingual - 0
Glandulas salivares menores 26,62 17
Baixo 17,34 12
Grau histologico Intermediario 28,16 8 0,266
Alto 43,38 12
Néao 31,84 20
| a | 0,157
nvasdo vascular Sim 48,07 6
Nao 35,20 15
~ . 1 2
Invaséo perineural Sim 36.86 12 0,323
Linfonodo Nao 23,82 10 0,036

comprometido Sim 49,26 13
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Tabela 7 - Associacdo da expressao da proteina Ki-67 com caracteristicas
clinicas, demograficas e patolégicas em amostras de adenoma pleomorfico

Ki-67 (média)
. . - Valor de
Variavel Categoria Total
p

Masculino 6,01 17

Género 0,505
Feminino 5,53 28
Branca 5,52 37

Raca 0,090
Nao branca 8,47 6
Menor ou igual a 40 5,77 20

Idade ] 0,723
Acima de 40 5,66 25
Parétida 4.64 27

Local do tumor Submandibular 6,35 11 0,073
Glandulas salivares menores 8,82 7

Para as demais proteinas (PAR-4, PHLDAL, FAS, FAS-L e MUC-1)
nao foi observada nenhuma associacao estatisticamente significativa com as
caracteristicas clinicas, demogréaficas e patolégicas nas amostras de
adenoma pleomarfico e carcinoma mucoepidermoéide (Tabelas 8-17).

Tabela 8 - Associacao da expresséo da proteina PAR-4 com caracteristicas
clinicas, demograficas e patoldgicas em amostras de adenoma pleomorfico

PAR-4
., . N ti Positi Valor d
Variavel Categoria eg(:];))lvo o(s(;o;vo Total alorde
. Masculino 0 (0,0) 17 (100,0) 17
/ *
Genero Feminino 130) 31(9700 32 @
B
Raca | ranca 1(2,5) 39 (97,5) 40 n/a
N&o branca 0 (0,0) 7 (100,0) 7
Menor ou igual a 40 1(4,5) 21 (95,5) 22
Idad . /
ade Acima de 40 0(00) 27000 27 "¢
Parétida 1(3,0) 29 (97,00 30
Submandibular 0 (0,0) 11 (100,00 11 >0,99

Local do't ;
ocal o MOT " 5landulas salivares menores 0 (0,0) 8 (100,00 8

* n/a ndo avaliavel
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Tabela 9 - Associacdo da expresséo da proteina PAR-4 com caracteristicas
clinicas, demogréaficas e patologicas em amostras de carcinoma

mucoepidermoide

PAR-4
C . Negativo  Positivo Valor de
Variavel Categoria (%) %) Total

. Masculino 0(0,0) 21(100,0) 21

Genero Feminino 0(0,0) 19(1000) 15 &

Raca Branca 0(0,0) 38(100,0) 38 n/a
N&o branca 0 (0,0) 2 (100,0) 2
Menor ou igual a 40 0(0,00 16(100,00 16

ldade Acima de 40 0(0,0) 24(100,0) 24 n/a
Parétida 0(0,0) 16(100,0) 16
Submandibular 0 (0,0) 1 (100,0) 1

Local do tumor Sublingual 0(00) 1(100,0) 1 na
Glandulas salivares menores 0(0,00 22(100,00 22
Baixo 0(0,0) 14(100,0) 14

Grau histologico Intermediario 0(0,00 11(100,00 11 n/a
Alto 0(0,0) 14(100,0) 14

Invasao vascular Ndo 0(0,0)  25(100,0) 25 n/a
Sim 0 (0,0) 7 (100,0) 7

Invaséo perineural Ndo 0(0,0)  19(100,0) 19 n/a
Sim 0(0,0) 14(100,0) 14

Linfonodo N&o 0(0,00 11(100,00 11 n/a
comprometido Sim 0(0,00 17(100,0) 17

* n/a ndo avaliavel

Tabela 10 - Associacdo da expressdo da proteina PHLDA1l com
caracteristicas clinicas, demograficas e patologicas em amostras de

adenoma pleomorfico

PHLDA1
., . Negativo  Positivo Valor de
Variavel Categoria (%) %) Total

Género Masculino 0(0,00 16(100,0) 16 n/a*
Feminino 0(0,00 31(100,00 31

Raca Branca 0(0,00 38(100,00 38 /a
N&o branca 0 (0,0) 7 (100,0) 7

Idade Menor_ou igual a 40 0(0,00 20(100,00 20 /a
Acima de 40 0(0,00 27(100,00 27
Parétida 0(0,0) 29(100,0) 29

Local do tumor Submandibular 0(0,00 10(100,00 10 n/a
Glandulas salivares menores 0 (0,0) 8 (100,0) 8

* n/a ndo avaliavel
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Tabela 11 - Associacdo da expressdo da proteina PHLDA1 com
caracteristicas clinicas, demograficas e patoldogicas em amostras de

carcinoma mucoepidermoide

PHLDA1
., . N ti Positi Valor d
Variavel Categoria E?;))IVO O(SOLO;VO Total alorde
) Masculino 3(16,0) 16(84,00 19
0,684
Genero Feminino 4(235) 13(765) 17
Raca ~Branca 7 (20,5) 27 (79,5) 34 50,99
N&o branca 0(0,0) 2(100,0) 2
Menor ou igual a 40 1(7,0) 13 (93,0) 14
Idad . 0,209
ade Acima de 40 6(27.0) 16(73.0) 22
Parétida 3(20,0) 12(80,0) 15
Submandibular 0 (0,0) 1 (100,0) 1
Local do't . >0,99
ocal do tumor Sublingual 00,0 1(100,0) 1
Glandulas salivares menores 4 (20,0) 16 (80,0) 20
Baixo 3(23,00 10(77,0) 13
Grau histoldgico Intermediario 0(0,0) 11 (100,0) 11 0,131
Alto 4 (33,00 8(67,0) 12
- Nao 6 (27,00 16 (73,0) 22
I I ) 0,646
nvasao vascular Sim 1(140) 6(86.0) 7
N . N&o 6 (35,00 11(65,0) 17
| I 0,104
nvasao perineura Sim 180) 12 (920) 13
Linfonodo N&o 3(30,00 7(70,0) 10 0,644
comprometido Sim 3(19,0) 13(81,0) 16

Tabela 12 - Associacdo da expressao da proteina FAS com caracteristicas
clinicas, demogréficas e patolégicas em amostras de adenoma pleomérfico

FAS
Negativo  Positivo Valor de
Variavel Categoria ?% )IV (S(;O)IV Total '

. Masculino 2 (15,0) 11 (85,0) 13

G . 0,618
enero Feminino 2(9,0) 20(91,0) 22
Branca 3(11,00 25(89,00 28

R 0,500
aca N&o branca 1 (20,0) 4 (80,0) 5

Idade Menor'ou igual a 40 2 (11,0) 16 (89,0) 18 50,99
Acima de 40 2 (12,0) 15 (88,0) 17
Parétida 4 (17,0) 19(83,00 23

Local do tumor Submandibular 0(0,0) 9 (100,0) 9 0,522
Glandulas salivares menores 0 (0,0) 3 (100,0) 3
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Tabela 13 - Associacdo da expressao da proteina FAS com caracteristicas
clinicas, demogréaficas e patologicas em amostras de carcinoma

mucoepidermoide

FAS
) ) Negativo Positivo Valor de
Variavel Categoria Total
(%) (%) p

Masculino 5(26,0) 14 (74,0) 19

Género o 0,459
Feminino 6 (43,0) 8 (57,0) 14
Branca 10 (32,0) 21 (68,0) 31

Raca >0,99
N&o branca 1 (50,0) 1 (50,0) 2
Menor ou igual a 40 6 (46,0) 7 (54,0) 13

Idade _ 0,270
Acima de 40 5(25,00 15(75,0) 20
Parotida 6 (54,5) 5 (45,5) 11
Submandibular 0 (0,0) 1(100.0) 1

Local do tumor ) 0,356
Sublingual 0 (0,0) 1 (100,0) 1
Glandulas salivares menores 5 (25,00 15 (75,0) 20
Baixo 2(17.00 10(83,0 12

Grau histolégico Intermediario 4 (57,0) 3 (43,0) 7 0,216
Alto 5(38,5) 8 (61,5) 13
Nao 7 (35,00 13(65,0) 20

Invaséo vascular . 0,348
Sim 4 (67,0) 2 (33,0) 6
) Nao 6 (40,0) 9 (60,0) 15

Invasao perineural . >0,99
Sim 5(42,0) 7 (58,0) 12

Linfonodo Nao 8 (67,0) 4 (33,0) 12 0,680
comprometido Sim 6 (54,5) 5 (45,5) 11




38

Tabela 14 - Associacéo da expressao da proteina FAS-L com caracteristicas
clinicas, demograficas e patolégicas em amostras de adenoma pleomorfico

FAS-L
N ti Positi Valor d
Variavel Categoria egatvo OSTIVO Total alorde
(%) (%)
R Masculino 13 (81,0) 3(19,0) 16
G . 0,316
enero Feminino 30(94,0) 2(60) 32
Branca 36 (90,00 4(10,0) 40
R 0,520
aca N&o branca 5(83.0) 1(17.0) 6
Idade Menor.ou igual a 40 21 (95,5) 1(4,5) 22 0,357
Acima de 40 22(85,0) 4(150) 26
Parétida 26 (87,00 4 (13,0 30
Submandibular 11 (100,0) 0 (0,0) 11 0,511

Local do tumor .
Glandulas salivares menores 6 (86,0) 1(14,0) 7

Tabela 15 - Associacéo da expressao da proteina FAS-L com caracteristicas
clinicas, demogréaficas e patologicas em amostras de carcinoma
mucoepidermoide

FAS-L
. . N ti Positi Valor d
Variavel Categoria e?oz)lvo O(SOL))IVO Total alorde
R Masculino 18 (86,0) 3(14,0) 21
>,0,99
Genero Feminino 16 (89,0) 2(11,0) 18
Raca ~Branca 32 (86,5 5(13,5) 37 50,99
N&o branca 2 (100,0) 0 (0,0) 2
Menor ou igual a 40 13(81,0)0 3(19,0) 16
Idad . 0,631
ade Acima de 40 21(91,0) 2(9,0) 23
Parétida 14 (93,00 1(7,0) 15
Submandibular 1 (100,0) 0 (0,0) 1
L ldot . 0,719
ocaldotumor Sublingual 1(1000) 0(00) 1
Glandulas salivares menores 18 (82,0) 4 (18,0) 22
Baixo 12 (86,0) 2(14,0) 14
Grau histolégico Intermediario 8 (80,0) 2 (20,0) 10 0,285
Alto 14 (100,0) 0 (0,0) 14
- Nao 20(83,0) 4(17,0) 24
| | . 0,550
nvasao vascular Sim 7(1000) 0(0.0) 7
« . N&o 15(79,0) 4(21,00 19
| I 0,128
nvasdo perineura Sim 13(100,0) 0(00) 13
Linfonodo Néo 8 (73,0) 3(27,0) 11 0,056

comprometido Sim 16 (100,0) 0(0,0) 16
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Tabela 16 - Associacdo da expressdao da proteina MUC-1 com
caracteristicas clinicas, demograficas e patoldogicas em amostras de
adenoma pleomorfico

MUC-1
., . Negati Positi Valor d
Variavel Categoria e?oz)lvo O(SOL))IVO Total alorde

R Masculino 1 (6,0) 16 (94,00 17

>0,99
Genero Feminino 1(3,0) 31(97,0) 32
Branca 0 (0,0) 40 (100,0) 40

R 0,149
aca N&o branca 1(140) 6(86,0) 7
Menor ou igual a 40 1(4,5) 21 (95,5) 22

Idad . >0,99
ade Acima de 40 1(40) 26(96,0) 27
Pardtida 1 (3,0) 29 (97,00 30

Local do tumor Submandibular 0 (0,0) 11 (100,00 11 0,349
Glandulas salivares menores 1 (12,5) 7 (87,5) 8

Tabela 17 - Associagcdo da expressdao da proteina MUC-1 com

caracteristicas clinicas, demograficas e patolégicas em amostras de
carcinoma mucoepidermoide

MUC-1
. . Negati Positi Valor d
Variavel Categoria e?(;)lvo O(SO;O)IVO Total alorde

. Masculino 1(5,0) 19 (95,0) 20

G - >,0,99
enero Feminino 1(5,0) 18 (95,0) 19
Branca 1(3,0) 36 (97,0) 37

R 0,101
aca N&o branca 1(50,00 1(50,00 2
Menor ou igual a 40 1(6,0) 15 (94,0) 16

Idad . >0,99
ade Acima de 40 1(40) 22(96,0) 23
Pardtida 0 (0,0) 16 (100,0) 16
Submandibular 0 (0,0) 1(100,0) 1

L ldot . 0,547
ocal do tumor Sublingual 00,0 1(100,0) 1
Glandulas salivares menores 2 (9,5) 19 (90,5) 21
Baixo 13 (93,0) 1(7,0) 14

Grau histoldgico Intermediario 11 (100,0) 0 (0,0) 11 >0,99
Alto 13(93,00 1(7,0) 14
- Nao 1 (4,0) 23 (96,0) 24

| | . 0,406
nvaséo vascular Sim 1(14,0) 6 (86.0) 7
~ . Nao 2 (11,0) 17 (89,0) 19

I I . 0,502
nvasdo perineura Sim 0(0,0) 13(100,0) 13

Linfonodo N&o 2 (18,0) 9(82,0) 11 0,157

comprometido Sim 0 (0,0) 16 (100,0) 16
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4.4.3 Analise de sobrevida

Considerando-se a analise de sobrevida, foi observado que
expressdo da proteina FAS e menor expressdao de Ki-67 estavam
associadas a melhores taxas de sobrevida global e cancer especifica
(Tabela 18; Figuras 7 e 8). Para a proteina PAR-4 néo foi possivel realizar a

analise de sobrevida.

Tabela 18 - Taxas de sobrevida global e cancer especifica em pacientes
com carcinoma mucoepiderméide, considerando-se a expressao das
proteinas PHLDA1, MUC-1, SPARC, FAS, FAS-L e Ki-67

. ) SG Valor SCE Valor
Proteina Categoria n n
(5 anos)* dep (5anos)* dep
Negativo 7 28% 7 28%
PHLDA1 N 0,332 0,139
Positivo 28 55% 27 64%
Negativo 2 50% 2 50%
MUC-1 N 0,722 0,884
Positivo 35 53% 34 56%
Negativo 18 45% 18 51%
SPARC N 0,705 0,778
Positivo 14 57% 13 61%
Negativo 11 22% 10 24%
FAS (CD95) N 0,039 0,009
Positivo 21 71% 21 80%
Negativo 32 49% 31 56%
FAS-L N 0,284 0,524
Positivo 5 75% 5 75%
) Menos expresso 24 65% 31 68%
KiG67** ) 0,001 0,002
Mais expresso 7 0% 5 0%

*SG, sobrevida global; SCE, sobrevida cancer especifica

** categorias de menos e mais expresso definidas pelo ponto de corte de 55,8 células
positivas em 10 campos de grande aumento. Escolha do ponto de corte de Ki-67 com base
no valor que maximiza a distancia entre as curvas de sobrevida, considerando-se o evento

morte por cancer
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Figura 8 - Curvas de sobrevida em pacientes com carcinoma

mucoepidermdide com maior ou menor expressao de Ki-67. A, sobrevida global:
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de sobrevida em 5 anos foi de 68,0% para pacientes com menor expressao de Ki-67 0,0%
para pacientes com maior expressao de Ki-67.
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5 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a expressdo de marcadores de apoptose e de
proliferacdo celular em tumores de glandula salivar, utilizando a técnica de
imunoistoquimica, em casos de adenoma pleomorfico e carcinoma
mucoepidermdéide.

Os tumores de glandula salivar sdo raros e possuem uma ampla
diversidade histoldgica, o que pode dificultar o diagndstico dessas lesdes. O
adenoma pleomoérfico e o carcinoma mucoepidermdide sdo os tumores
benignos e malignos mais comuns das glandulas salivares, respectivamente.
O manejo desses tumores é diferente sendo necesséria a identificagdo de
marcadores diagndsticos e progndsticos e que possam explicar sua diferente
capacidade de invasdo e comportamento biolégico (JAAFARI-ASHKAVANDI
et al. 2013; PARDIS et al. 2016).

Os mecanismos de apoptose sédo altamente complexos e dependem
de uma série de eventos moleculares para ocorrerem. Existem duas
principais vias de ativacdo da apoptose: a via do receptor de morte, também
conhecida como via extrinseca e a via mitocondrial, também conhecida
como via intrinseca, sendo que essas duas vias podem se interligar, ou seja,
as moléculas de uma via podem influenciar a outra (IGNEY e KRAMMER
2002; ELMORE 2007).

A proteina PAR-4 atua como supressora de tumor com funcdes

intracelulares tanto no citoplasma e no nucleo. Estudos tém demonstrado
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que a localizacéo celular de PAR-4 determina sua funcdo apoptotica, sendo
assim, quando PAR-4 esta localizada no citoplasma, ndo induz a apoptose,
enguanto que sua translocacdo para o nucleo desencadeia a inducdo da
apoptose (BURIKHANOV et al. 2009; HEBBAR et al. 2012; QINAN et al.
2014).

Nossos resultados demonstram que no adenoma pleomorfico a
positividade para PAR-4 foi predominantemente nuclear enquanto que no
carcinoma mucoepiderméide a marcacdo foi tanto nuclear como
citoplasmatica, sendo a marcacdo citoplasmatica observada nas células
diferenciadas (mucosas e epidermoides). MEYNIER et al. (2015) avaliou o
papel da proteina PAR-4 em ovario, utilizando tecidos normais e tumorais,
demonstrando que a expressdo de PAR-4 ocorreu principalmente no
citoplasma em tecidos normais e tanto no nucleo como no citoplasma em
cancer de ovario de alto grau. COUTINHO-CAMILLO et al. (2013), avaliando
a expressao de PAR-4 em amostras de carcinoma epidermoide oral,
observaram marcacao citoplasmatica e/ou nuclear na maioria dos casos.
Contudo, a expressao citoplasmatica de PAR-4 estava associada a estadio
clinico avancado, presenca de metastase em linfonodo e invasao vascular e
as taxas de sobrevida livre de doenca eram melhores em pacientes com
expressao nuclear de PAR-4.

A proteina MUC-1 é uma glicoproteina que apresenta um papel
importante na maturacdo das estruturas glandulares. Estudos em modelo
animal e in vitro demonstraram um papel importante nos processos de

regulacdo da proliferacdo, angiogénese, invasdo, metastase e também na
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evasao da apoptose, impedindo a ativacdo da via intrinseca da apoptose
(NATH e MUKHERJEE et al. 2014). Alguns estudos sugerem que MUC-1
possa atuar como inibidor de E-caderina, o que poderia blogquear a necrose
induzida por hipoxia e apoptose (WESSELING et al. 1996; YIN et al. 2007).

Nosso estudo demonstrou ampla expressdo de MUC-1 tanto no
adenoma pleomdrfico quanto no carcinoma mucoepidermoide, ndo sendo
observada nenhuma associagcdo com caracteristicas clinicas, demograficas
e patoldgicas. LIU et al. (2014) avaliaram a expressdo da proteina MUC-1
em 357 casos de carcinoma mucoepidermoide e observaram que 0 aumento
da expressdo de MUC-1 estava associado ao grau histolégico (aumento
progressivo da expressdo concordante com o aumento do grau), estadio e
presenca de metastase em linfonodo, sugerindo um papel importante dessa
proteina como um fator prognoéstico nesses tumores. HAMADA et al. (2004)
e SOARES et al. (2011) observaram alta expressao de MUC-1 em adenoma
pleomoérfico associada a recorréncia e transformacdo maligna enquanto
FERREIRA et al. (2014) observaram baixa expressdo de MUC1l em
adenoma pleomarfico, sugerindo benignidade.

A proteina Ki-67 ¢ um dos marcadores de proliferacdo celular mais
utilizados. Em nosso estudo, foi observada a expressao de Ki-67 em padréo
nuclear: positividade observada nas células intermediarias e epidermoides
nos casos de carcinoma mucoepiderméide e positividade observada nas
células mioepiteliais nos casos de adenoma pleomoérfico. BAGULKAR et al.
(2015) demonstraram expressao de Ki-67 em 40% dos tumores benignos e

48% dos tumores malignos das glandulas salivares. A expressao foi
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observada tanto nas células epiteliais como células mioepiteliais. FAUR et al.
(2015) avaliaram a atividade proliferativa de Ki-67 em tumores de glandulas
salivares onde demostraram que 65% dos tumores benignos foram
imunopositivos e 80% dos tumores malignos imunopositivos. DO PRADO et
al. (2011) também observaram taxa de proliferacdo (expressédo de Ki-67)
maior em tumores malignos quando comparado a tumores benignos. Ja
MARIANO et al. (2015) observaram que o indice proliferativo de carcinoma
ex-adenoma pleomorfico, determinado por Ki-67, € superior ao observado
em adenoma pleomdérfico e em regides residuais de adenoma pleomorfico
no carcinoma ex-adenoma pleomorfico, sugerindo que o indice proliferativo
determinado por Ki-67 € util para o diagnéstico diferencial de adenoma
pleomorfico e carcinoma ex-adenoma pleomaorfico.

A expressdao de Ki-67 tem sido utilizada como um marcador
prognoéstico em diversos tipos de tumores como tumores serosos de ovario,
carcinoma de pulmdo ndo pequenas-células, carcinoma colorretal,
carcinoma do endométrio, e carcinomas epidermoides orais (KHALIFEH et
al. 2005). Em nosso estudo foi observada uma maior expressao de Ki-67 em
amostras de carcinoma mucoepidermoide, sendo essa expressao associada
a presenca de metastase em linfonodos. Pacientes com carcinoma
mucoepidermodide e alta expressdo de Ki-67 também apresentam piores
taxas de sobrevida global e cancer especifica, sugerindo que a expressao de
Ki-67 esteja associada a um comportamento mais agressivo no carcinoma

mucoepidermaoide.
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A proteina SPARC interage com proteinas de matriz extracelular,
participando de diversas funcbes celulares (BOZKURT et al. 2009).
Alteracbes na proliferacdo, migracédo, sobrevivéncia das células tumorais,
invasdo tumoral, metastase, angiogénese e também na inflamacdo podem
ser induzidas por SPARC (CHLENSKI e COHN 2010; BRADSHAW et al.
2012). Em nosso estudo, a proteina SPARC foi mais expressa nos casos de
adenoma pleomorfico: nos casos de carcinoma mucoepiderméide a
positividade foi observada nas células de suporte do tumor e nos casos de
adenoma pleomorfico a positividade foi observada nas células mioepiteliais.
Expressdo de SPARC também foi associada a carcinoma mucoepidermoide
de baixo grau histolégico. Em carcinoma epidermoide oral, AQUINO et al.
(2013) observaram associacao da expressdo estromal de SPARC a tumores
pouco diferenciados e em tumores cervicais maior expressao de SPARC
estava associada com tumores pouco diferenciados, estadio avancado e
presenca de metastase em linfonodos (SHI et al. 2016).

YIU et al. (2001) demonstraram que a expressao de SPARC pode ser
regulada negativamente no cancer de ovario: expressao de SPARC inibiu a
proliferacdo e induziu a apoptose em células de céncer de ovario. Ja
BHOOPATHI et al. (2010) demonstraram inibicdo do crescimento tumoral in
vivo em linhagem de meduloblastoma, sendo esse efeito associado a
atividade anti-angiogénica promovida pelo aumento da expressdo de
SPARC.

A proteina PHLDA1 é expressa em uma ampla gama de tecidos

normais e neoplasicos, sendo que sua fungéo varia conforme o tipo de célula
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(NEEF et al. 2002; NAGAI et al. 2007). Muitos estudos relatam que PHLDA1
pode ter um papel pro-apoptotico ou anti-proliferativo (PARK et al. 1996;
TOYSHIMA et al. 2004; OBERST et al. 2008; ZHAO et al. 2015). MURATA
et al. (2014) demonstraram que PHLDA1l atua como uma proteina
supressora da apoptose: experimentos de knockdown de PHLDAL levaram a
um aumento de caspase 3 e inducdo da apoptose em linhagem celular de
cancer de lingua SCC-25. Outros estudos tém demonstrado aumento da
expressdo de PHLDA1 durante a apoptose (PARK et al. 1996; HOSSAIN et
al. 2003; JOO et al. 2007).

Nosso estudo demonstrou maior expressao de PHLDA em adenoma
pleomdérfico quando comparado com carcinoma mucoepidemoide. Contudo
esse resultado deve ser considerado com cautela devido a auséncia de
casos de adenoma pleomoérfico negativos para essa proteina. COUTINHO-
CAMILLO et al. (2013) avaliaram a expressao de PHLDA1 em amostras de
carcinoma epidermoide oral e observaram baixa expressao dessa proteina,
principalmente nos tumores bem diferenciados. A auséncia de expressao de
PHLDAL estava associada a melhores taxas de sobrevida global e livre de
doenca.

FAS e FAS-L séo proteinas transmembranas que pertencem a familia
do fator de necrose tumoral, regulando a ativacdo da morte celular e o
microambiente tumoral, incluindo o sistema imune e a matriz extracelular
(IGNEY e KRAMMER 2005; ALMENDRO et al. 2009). E sugerido que a
diminuicdo da expressdo de FAS protegeria as ceélulas tumorais da

eliminacdo pela resposta imune enquanto que o aumento da expressao de
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FAS-L poderia aumentar a capacidade das células tumorais em contra-
atacar o sistema imune (REICHMANN 2002).

Neste estudo, a expressao da proteina FAS-L foi observada em raras
células, em ambos os tumores enquanto FAS foi mais expressa nos casos
de adenoma pleomoérfico quando comparado com 0s casos de carcinoma
mucoepidermoide. Os pacientes com carcinoma mucoepiderméide positivos
para FAS apresentaram melhores taxas de sobrevida global e cancer
especifica. ASENSIO et al. (2007) também observaram melhores taxas de
sobrevida em pacientes com expressdo de FAS em carcinoma epidermaoide
de laringe. SAIGUSA et al. (2015) avaliaram a expressao de FAS e FAS-L
em pacientes com carcinoma epidermoide de esbdfago, observando uma
expressao elevada de FAS-L e diminuicdo da expresséao de FAS, relatando
que a alta expressao de FAS-L pode estar associada com mau prognaostico.

De forma geral, quando comparamos nossos resultados com os
dados descritos na literatura, observamos alguns resultados contraditorios.
Isso pode ser explicado pelo uso de diferentes clones de anticorpos e
diferentes formas de avaliacdo da reagdo imunoistoquimica. E importante
também considerar o numero de amostras avaliadas em cada estudo como
também a localizacdo dos tumores (glandulas salivares maiores ou
menores). Outra questao a ser considerada no caso das proteinas FAS/FAS-
L € que consideramos apenas marcacdo ha membrana enquanto alguns
estudos também consideram marcacao citoplasmatica.

Em resumo, as proteinas SPARC e FAS foram mais expressas nas

amostras de adenoma pleomorfico enquanto Ki-67 foi mais expressa nas
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amostras de carcinoma mucoepidermdide. A associacdo entre a expressao
da proteina SPARC e tumores de baixo grau histoldgico e expressdo da
proteina Ki-67 com a presenca de metastase em linfonodo em amostras de
carcinoma mucoepidermodide bem como a associagcao entre a expressao da
proteina FAS e menor expressdo da proteina Ki-67 e melhores taxas de
sobrevida global e céancer especifica em amostras de carcinoma
mucoepidermodide sugerem que essas proteinas possam apresentar um

valor prognaostico nesses tumores.
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CONCLUSOES

As proteinas PAR-4, PHLDA1, MUC-1, SPARC, Ki-67, FAS e FAS-L
foram expressas nas amostras de adenoma pleomorfico e carcinoma
mucoepiderméide

As proteinas PAR-4 e MUC-1 foram predominantemente positivas em
ambos o0s tumores e a proteina FAS-L foi predominantemente
negativa em ambos os tumores. As proteinas SPARC, PHLDAL e
FAS foram estatisticamente mais expressas has amostras de
adenoma pleomorfico e a proteina Ki-67 foi estatisticamente mais
expressa nas amostras carcinoma mucoepidermoide

Foi observada associacdo entre a expressao da proteina SPARC e
tumores de baixo grau histolégico e expressao da proteina Ki-67 com
a presenca de metastase em linfonodo em amostras de carcinoma
mucoepiderméide

Foi observada associacdo entre a expressao da proteina FAS e
menor expressao da proteina Ki-67 e melhores taxas de sobrevida
global e cancer especifica em amostras de carcinoma

mucoepidermoide
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Anexo 2 — Expressdo das proteinas PAR-4, PHLDAL, SPARC, FAS, FAS-L,

MUC-1 e Ki-67 em amostras de adenoma pleomoérfico (AP) e carcinoma

mucoepidermdide (MEC)

Amostras PAR-4* PHLDA1 SPARC FAS FAS-L MUC-1 Ki-67**
AP1 1 1 1 1 1 8,0
AP2 1 1 1 0 1 1,8
AP3 1 1 1 1 0 1 14,9
AP4 1 1 1 0 23,9
APS5 1 1 1 0 1 50
APG6 0 1 1 0 1
AP7 1 1 0 1 7,9
AP8 1 1 1 0 1 15
AP9 1 1 1 0 1 3,7
AP10 1 1 0 0 1 7,6
AP11 1 1 1 1 0 1 2,1
AP12 1 1 1 1 0 1 0,9
AP13 1 1 1 1 0 1 13
AP14 1 1 1 0 1 8,8
AP15 1 1 1 0 1 19,8
AP16 1 1 1 1 0 1 5,6
AP17 1 1 1 0 1 17,9
AP18 1 1 1 1 0 1 6,8
AP19 1 1 1 1 0 1 3,0
AP20 1 1 1 1 0 1 1,2
AP21 1 1 1 1 0 1 53
AP22 1 1 0 1 0 1 1,2
AP23 1 1 1 1 0 1 0,4
AP24 1 1 1 0 1 55
AP25 1 1 0 1 0,1
AP26 1 1 1 1 0 1 5,7
AP27 1 1 0 1 0 1 2,4
AP28 1 1 1 0 1
AP29 1 1 1 1 0 1
AP30 1 1 1 1 0 1 10,2
AP31 1 1 0 1 0,0
AP32 1 1 0 0 0 1 1,7
AP33 1 1 1 1 1 1 3,8
AP34 1 1 0 1 1 1 0,0
AP35 1 1 1 1 0 0 0,7




Amostras | PAR-4* | PHLDA1 | SPARC | FAS FAS-L | MUC-1 |Ki-67*
AP36 1 1 1 0 1 0,9
AP37 1 1 0 0 1 4,6
AP38 1 1 1 0 1 2,0
AP39 1 1 1 0 0 1 0,1
AP40 1 1 1 0 1 2,1
AP41 1 1 1 1 1 1 0,8
AP42 1 1 0 0 1 9,0
AP43 1 1 0 0 0 1 0,5
AP44 1 1 1 1 1 0,4
AP45 1 1 1 1 0 1
AP46 1 1 1 1 0 1 2,5
AP47 1 1 0 1 0 1 54,3
AP48 1 1 1 1 0 1 0,2
AP49 1 1 1 0 1 1,0
MEC1 1 1 1 1 1 1 0,7
MEC2 1 1 0 1 16,5
MEC3 1 1 0 0 1 101,2
MEC4 1 0 0 0 1 146,9
MEC5 1 1 1 0 1 41,0
MEC6 1 1 0 1 50,3
MEC7 1 1 1 0 1
MECS8 1 1 1 1
MEC9 1 1 0 1

MEC10 1 1 1 1 0 1 1,0
MEC11 1 0 1

MEC12 1 1 1 1 0 1 3,6
MEC13 1 0 1 0 1 5,9
MEC14 1 1 0 1 0 55,8
MEC15 1 1 0 0 0 1 85,5
MEC16 1 1 0 0 0 1 19,3
MEC17 1 1 1 1 0 1

MEC18 1 1 1 1 0 1 14,9
MEC19 1 0 1 1 1

MEC20 1 1 0 1 0 1 0,4
MEC21 1 1 1 0 0 0 45
MEC22 1 1 0 1 0 1 4,3
MEC23 1 1 1 1 0 1 61,9
MEC24 1 1 1 0 0 1

MEC25 1 0 1 1 0 1 9,5
MEC26 1 1 1 0 1 26,3




Amostras PAR-4* PHLDA1 SPARC FAS FAS-L MUC-1 | Ki-67**
MEC27 1 1 1 1 1 1 23,9
MEC28 1 1 0 1 1 2,6
MEC29 1 1 0 0 0 1
MEC30 1 0 0 1 0 1 0,0
MEC31 1 0 0 0 0 0 38,0
MEC32 1 1 0 0 0 1 4,4
MEC33 1 0 1 1 0 1 0,7
MEC34 1 0 0 1 0 1 40,5
MEC35 1 1 0 1 0 1 3,4
MEC36 1 0 1 0 1 87,5
MEC37 1 1 1 0 1 1 3,2
MEC38 1 0 0 0 1 78,2
MEC39 1 1 0 0 0 1 22,1
MEC40 1 1 1 0 1 0,0

* 0 negativo; 1 positivo

** média do nimero de células positivas em 10 campos de grande aumento




