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RESUMO

Introducédo: Gotas lipidicas (GL) sdo organelas altamente reguladas envolvidas na ativacdo
e metabolismo celular assim como em processos inflamatorios e neoplasicogen@alan
lipogénese levando a um aumento no numero de GL € um fendtipo comum a numerosos
carcinoma humanos e tem sido associado com: diferenciacdo, proliferacéo e agressividade
tumoral.Objetivo: Avaliarem carcinomas salivares: a) a frequéncia e quantidade das GLs
citoplasmaticas, correlacionands com a morfologia tumoral, grau de diferenciacdo e
proliferacdo celulare b) a expressdo de proteinas relacionadas ao processo secretorio
celular (STAT5a e mamoglobinaMaterial e métodosem 79 casos de carcinomas de
glandulas salivares foram utilizados os anticorpos6Ki adipophilin, STAT 5a e
mamoglobim. A quantificacdo da imunoreatividade ao adipophilin, STAT 5a e
mamoglobina foi através de uma escala sgmaintitativa. A intensidade de marcacéao do
STAT 5a e mamoglobina foi subjetivamente avaliada como fraca/moderada ou iAtensa.
positividade ao K67 foi calculada através da relac@o entre o nimero de células positivas e
0 numero total de células tumorais em trés areas selecionadas da dResstltadosos
subtipos histopatolégicos que apresentaram positividadadipophilinem 50% ou mais

das célula, foram os casosMASC (100%), CCA (85,64%),CM (83%), CDS (75%) e
CSeb(50%). indice de proliferacdo maior que 10% das células tumorais foi observado no
CSeb(Ki-67 = 29%), seguido d6DS (Ki-67 = 23,11%) e d&€M (Ki-67 = 12,15%). Nos

casos deCAC com tansformacdo para alto grau a area transformadaapresentou maior
proliferacdo e lipogénese quando comparadaea convencional. Somente os casos de
MASC apresentaram imun@atividade acentuada para STAT5a e mglobina.
Conclusbes: Embora exista correlagdentre o acumulade gotas lipidicas e o indice
proliferativo do tumor, em alguns tipos de carcinomas salivares tal depdsito esta
possivelmente relacionado a diferenciacéo celular (CSeb e MASC) ou alteracao oeetabdli
(CCA). O acumulo de Gl refletindo difamciacéo celular se apresenta como gotas maiores
em contraste com as microgotas frequentemente detectadas nos carcinomas odioealto i
proliferativa No MASC a forte expressdao de STAT5a e mamoglobina sugere que a que o

acumulo de GL possivelmente refletderenciacdo do tipo lactaciondiais estudos séo
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necessarios para entender o papel das gotas lipidicas citoplasmaticas em caxénomas
glandulas salivare$Apoio FAPESP: 2012/18104-42012/18086-%

Palavraschaves Adenocarcinoma. LipogéneseDiferenciacdo celular. Proliferacdo

celular.
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ABSTRACT

Introduction: Lipid droplets (LD) are highly regulated organelles involved in cell
activation and metabolism as well as in inflammatory and neoplastic pesdgpeegulated
lipogenesis leading to andreased number of cytoplasmic LD is a common phenotype to
numerous human carcinomas and has been associated with: differentiationrapiciife
and aggressiveness of the tum@bjective: to evaluate in salivary carcinomas: a) the
frequency and quantity of cytoplasmics LDs, correlating it with tumoral masghpl
differentiation grade e cellular proliferation and b) the expression ofipsoéssociated

with cellular secretor process (STBd and mammaglobinMaterial and Methods:in 79

cases of salivary gland carcinomas, an immunohistochemical study i@sneer with the
antibodies Ki67, adipophilin, STAT 5a and mammaglobin. The positive neoplastic cells
were assessed regarding quantity using a -gemmtitative scale. The intensity of
expression for each antibody was subjectively evaluated as weak/ moderagmse.The
positivity for Ki-67 was calculated based on the relation between the number of positive
cells and the total number dhe tumoral cells in three selected areBesults: the
histopatologic subtypes that presented positivitydtipophilin in 50% or more of cells
were:AciCC (85,64%), MASC (100%), MC (83%), SDC (75%), SebC (50%). Proliferation
index higher than 10% of tumoral cells was observed in Seb&67ki 29%), SDC (kb7

= 23,11%) and MC (kb7 = 12,15%). In ACC with high grade transformation the, the
transformed area presented both higher proliferation and lipogenesis whemembiophe
convencional area. Onlthe cases of MASC presented accentuated immunoreactivity for
STAT5a and mammaglobinConclusions: Although in salivary carcinomas there is
correlation between the accumulation of lipid droplets and the proliferaidex of the
tumor, in some types of carcinomas such deposit is possibly related to cellular
differentiation (SebC and MASC) or metabolic alteration (AciCC). Thmurmalation of

LD that reflects cellular differentiationpresents features of macroletsopn contrast to
micro-droplets frequentlyletected in carcinomas with high proliferatiindex. In MASC,

the strong expression of STAT5a and mammaglobin suggests that LD accumulation is

probably due to lactationdike differentiation.More studies are necessary to understand



the role of cytoplasmic lipid droplets in salivary gland carcinomas (Supported Pl $A
2012/18104-4and2012/18086-6

Key-words: Adenocarcinoma. Lipogenesis. Cell differentiati@ell proliferation.
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1 INTRODUCAO

Os organismos armazenam lipidios quando em excesso com 0 objetivo de
posterior uso na falta de nutrientes. Em mamiferos, o tecido adiposo desemperdyaeéste p
de armazenamento, mas vale ressaltar que todas as células, sejam elas eucarioticas ou
procaridticas, podem armazenar lipidios em estruturas intracelulares detesntotas
lipidicas GLs) (Ducharme & Bickel, 2008). Entretanto, @bs intracitoplasmaticas néo
Sdo0 meros estoques energéticos. Ha crescente evidéncia gBesasdo organelas
dindmicas e multifuncionais, que participam da sintese de fosfolipidios e agjéaliz
intracelular (Bozza & Viola, 2010). Além disso, podem atuar na expressdo génica
desempenhando papéis de ligantes para receptores nucleares e como abrigadetaporar
proteinas especificas, levando a diminuicdo dos seus niveis quando ndo saoasoessari
desejaveis no local onde funcionam (Mishra, 2005; Welte, 2007).

As GLs, cuja origem € no reticulo endoplasmat&dn constituidas por um

centro rico em lipidios neutros e recobertas por uma camada Unica de fesfodipidrios
tipos de proteinas. A cobertura protéica € variada e composta por proteinas cas funcd
diversas, entre as quais se inclui a coordenacauedabolismo da&Ls (Murphy, 2001
TauchtSatoet al.,2002; Bozzaet al.,2007). A principal familia de proteinas déd.s é a
PAT, que engloba a proteina perilipin (membro inicial), além da TIP412SQXPAT e
da adipophilin Figura 1). Estas proteinassdo originadas no proprio reticulo
endoplasmatico ou em ribossomos livres no citoplasma da céluben@®cet al., 2005).
Embora as proteinas desta familia apresentem semelhanca na sequéncia de seus
aminoacidos, elas podem desenvolver fungbes diferentes, podendo ser constitutivas
(perilipin, adipophilin) ou serem produzidas em resposta a estimulos lipogénicos ou
lipoliticos (Brasaemle, 2007). Sob condicbes de normalidade existe &&pmaala familia
perilipin, porém quando as culturas de adipoticos s@abadas com acidos de cadeia
longa, uma nova variedade de proteinas circunscreve a periferia das células, par,exempl
S312 e TIP47 (Wolinset al., 2003; Wolinset al., 2005). Devese ressaltar que a
adipophilin (também denominada de ADPRdipose diffeentiationrelated protein, é a
principal proteina da&Ls, estando presente, inclusive, em diferentes tipos de células néo

adiposas dos mamiferos, dentre elas: epiteliais mamarias, células de Seulab, dél



Leydig e ainda células da zona fasciculatda glandula adrenal (Heidt al., 1998)0O
adipophilin desempenha papel importante na entrada de acidos graxos e colesterol e no
armazenamento de lipidios neutros (Brasaelme, 2@@&ando comparada com outras
proteinas da familia PAT, o adipophilin aprasealém de maior sensibilidade, uma alta

especificidade para detec¢édo de GLs intracitoplasmaticas (Muthesainy2006).

Cytosol

= - -

Phospholipid
monolayer

Triacylglycerols and
cholesteryl esters PAT protein

Figura 1 - No reticulo endoplasmaticdipideos neutros sdo produzidos e calEpor uma camada de
fosfolipideos e proteinas. Por fim, esfss saem do reticulo endoplasmético com uma organela
independente

Fonte:Martin & Parton, 2006.

O acumulo de gotas lipidicas (evidenciado pelo marcador adipogholi®
representar atividade lipogénica (metabolismo) e diferenciacdo celularaadigesrétria
(por exemplo, secre¢cdo sebacea ou lactacioAdi)rmacdo de gotas lipidicas no epitélio
alveolar mamarioem sido observada como um sinal precoce de lactogénese e, por
conseguinte, seu aumento no tamagrandes gotas lipidicas) é consideradalteracao

histologica marcante do inicio da lactacdo (&iwal.,1997; Andersoret al.,2007). Gotas



de gordura do leite sdo rodeadas por um complexo de membrana do qual adipophilin é um
dos maiores componentdRetersoret al.,2001; Cebcet al.,2010). Devido a similaridade
morfologica e imunohistoquimica entre glandula salivar e mamaria, a atividéatgdaal
e secretéria nos tumoreslivares poderiaer investigada com auxilio de marcadores
expressos nestegprocessos, a citar:STAT5a (signal transducer and activator
of transcriptio) e mamoglobinaSTAT5a é modulada por citocinas e horménios, sendo
importante na producdo de diversas proteinas @hlal., 1995). Na mama humana, o
STAT5aé observado na unidade ductal lobular terminal e grandes {Gttassset al.,
2006). Esta expressdo ndo é detectada no carcinoma ductal usual, mas ainda pode ser vista
no carcinoma secretor da mama, levando a hip6tese que o STAT5a é necessario para a
manutencdo de um estado secretor na mama humana. Interessantemente, na glandula
salivar, o carcinoma secretor analogo da mama também apresenta expressao forte de
STAT5a(Skalovéaet al.,2010).A mamoglobina uma proteina secretora que apresenta um
aumentona sua expressao em carcinomas mamarios (usual e tipo carcinoma secretor),
endometriais, sudoriparos e salivares (Bhargawed.,2007; Sasaket al.,2007; Slalovaet
al., 2010). Entre os tumores salivaresmamglobina foi estudada particularmente no
carcinoma secretor analogo da mama, onde é fortemente expressa (8kaloyv2010).
Nas outras lesdes salivares malignas e benignas a expressao atgomia@ foi pouco
investigada e apenas em pequenas séries de tumores (Bhetrghy2007; Sasaket al.,
2007). Na literatura, ndo ha estudos que avaliem expressédo daglolaima, STAT5a e
adipophilin (proteinas relacionadas a atividade secretoria) numa largaeérarcinomas
salivares.

Sabese que diversas proteinas associadas as GLs desempenham um papel na
inflamacédo, oncogénese e metastase, entre elas: ERK1, ERK2, p38, PKC, PI3Kiracaveo
(Yu et al.,1998; Yuet al.,2000; Polet al.,2001; Fujimotcet al.,2001; Cheret al.,2002;
Cohenet al.,2004; Bozza & Viola, 2010). Desde o inicio do século passado, é reconhecido
gue o metabolismo da célula cancerosa difere daquele da célula normal, coitifierindo
vantagens na sobrevivéncia. A primeira alteracdo metabdlica demonstrada fes célu
cancerosas foi o aumento da glicolise anaerdbica, pedadhes sobrevivéncia no

microambiente hipoxico decorrente do crescimento tumoral. Mais recentenmetateoal



se que o aumento da lipogénese também € um fendtipo comum a varios carcinomas
humano e inclusive, associada com prognéstico pobre em alguns deles (Setinnen
al.,2006; Kuhajda, 2006). A alteracdo do metabolismo lipidico nas células cancerosas
refletese no aumento da atividade de enzimas lipogénicas, culminando com o acumulo de
lipidios sob dorma deGLs citoplasmaticas (Bozza & Viola, 2010).

Entretanto, a frequéncia e funcdo daks nas células cancerosas ainda séo
pouco conhecida&m varios tipos de carcinomas, tais como de colon, renal e hepatico tem
sido encontrado aumento do numero @Hss citoplasmaticas nas ceélulas cancerosas,
guando comaradas ao tecido normal (Swinnenal.2006). Nas células do carcinoma de
célon foi demonstrado que a&lLs sao organelas funcionalmente ativas, que
compartimentam e amplificam a sintese de eicosanoides (Bozza & Viola, 2GL0). O
eicosandides sao uma farailie lipideos sinalizadores derivados do acido aracdbnico que
controlam a apoptose e outros importantes processos celulares como proliferggEcao
e ativacao (Yaqoob, 2003; Wymaanal.,2008). Consequentemente,@ks poderiam ter
implicacdo potencial nos mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo celuladyAtcio
al., 2008). Neste sentido, em carcinomas renais de células claras, que contem abundantes
lipideos e colesterol no citoplasma, obsergeuque a expressdo A®PR/adipophilin se
correlaconava com o grau de diferenciacdo tumoral. Nos casos de baixo grau histolégico, a
expressao dADPR/adipophilin era alta, enquanto que nos tumores indiferenciados, com
componentes pleomarfico/fusocelular, a expressao estava diminuida, assim casdesm |
metastaticas. Ainda, pacientes com carcinoma renal de células claras contendoamdveis m
altos de ADPRNMRNA apresentaram sobrevida significantemente melhor, sugerindo que
esta expressdo pode fornecer informacgdes prognosticas Uteist(#r2005 Yao et al.,

2007).

E descrita e conhecida a presenca de depositos lipidicos intracelulares em
alguns tipos de carcinomas de glandulas salivares. Entre os subtipos histapuestoésgao
0s que apresentam diferenciacdo sebacea, seja ela proeminente tais comamaa
sebaceo, linfadenocarcinoma sebaceo e em menor quantidade: carcinomas
mucoepidermoide, epitelimhioepitelial e adendide cistico (Gnepp, 1983). De um modo

geral, as células ricas em lipideos citoplasmaticos (sejam de origem sebaadeapu o



apresentarse morfologicamente com citoplasma claro/vacuolizado nas secc¢des advindas
de material incluido em parafina, devido remocado lipidica pelo xilol, usado no
processamento tecidual. As células claras ndo sebaceas em carcinomas de glandulas
salivares poderser predominantes no tumor, como por exemplo, no carcinoma de células
acinares, mucoepidermoide, epiteliaioepitelial e mioepitelial (Elli®t al., 1996). Destes
subtipos, apenas no carcinoma de células acinares ha relato de presenca de lipideos
intracitoplasmaticos através de estudos ultraestruturais (Chaeidaky 1986). Entretanto,

devese considerar que, até recentemente, a deteccdo de lipideos intracelulares sé era
possivel em material fresesando corantes especificos (por exemplo, S8tk e Oll

Red) ou em estudos ultraestruturaisdé€senvolvimento e posterior comercializagdo de
anticorpos que detectam proteinas da cobertura lipidic@ldagermitiram a identificacéo

destas estruturas em material parafinado (Muthusdraly, 2006).

A auséncia de estudos que analisem a freqUuénclaLdecitoplasmaticas em
carcinomas de glandulas salivares e sua possivel associacdo com a morfologif tumor
grau de diferenciacé® proliferacdo celular estimuloos a essa investigacédo, utilizaralo
técnica munohistoquimica com o anticorpo aatliipophilin em material parafinado. Para
tanto, os tipos histopatologicos selecionag@sa o0 estudoapresentam alguma das
seguintes caracteristicas: carcinomas com diferenciagdo sebacea, carcinomas que
apresentam células claras, carcinomas de baixo e alto grau e carcinomas cormaafisfo

para alto grau.



2 REVISAO DE LITERATURA
Para revisdo dos tipos histopatolégicos de carcinomas de glandulas salivares
principalmente quanto asaracteristicasnorfologicas ede prognosticoapresentamos um

resumodos utilizados neste estudo.

2.1 Adenocarcinoma Polimorfo de Baixdsrau

O Adenocarcinoma polimby de baixo grau (APBG) é uma neoplasia epitelial
maligna caracterizada por uniformidade citoldgica, midade morfoldégica e padrdo
infiltrativo (Luna & Wenig, 2005). Representa 7,4% dos tumores de glandula salivar e
19,6% entre as neoplasias maligndpresenta predilecdo pelo género feminino e maior
ocorréncia na meia idade (Waldrenal.,1988). Surge @mo massa no palato em cerca de
60% dos casos, seguida por outros locais de glandulas salivares menores.

Macroscopicamente obserga uma massa de formato redondo a oval recoberta
por mucosa geralmente integra. O tamanho varia de 1,0 a 6\0emy(& Gnep, 1991).
Microscopicamente os aspectos caracteristicos do APBG sédo diversidad®givarfo
uniformidade citolégica e crescimento infiltrativo. Citologicamente sdo vistasasélu
isomorficas com nudcleo ovéide a fusiforme geralmente com cromatina vesiculaéaauc
pequeno e imperceptiv@Figura 2). O citoplasma geralmente é eosinofilico a anfofilico,
sendo que os limites celulares séo pouco distivtenig & Gnepp, 1991 Observase que
os padrbes solido, trabecular, ductal e tubular sdo geralmente os predominantes.
Caracteristicamente sdo observadas pequenas estruturas tubulares revestidas po
camada Unica de células cubdides. Invasdo perineural e perivascular também podem ser
encontradas (Elliset al., 1996). O estroma mostrae acentuamente eosinofilico e

hialinizado ou com uma matriz azulada mucohialina (Aratigl.,1999.



Figura 2 - Adenocarcinoma polimorfo de bakgyau. Observar a uniformidade

citolégica com células isomorficad &E 400x).

O perfil imunohistoquimico do APBG mostra uma positividade a oioatina
7, mas negatividade a citoqueratina (20kitakis et al., 2004). Além disso, apresenta
imunoreatividade EMA (embrionic membrane antigea proteina 00 (Andersoret al.,
1990). Alguns dignosticos diferenciais do APBG séo: adenoma pleomorfico e carcinoma
adenoidecistico (Wenig & Gnepp, 1991).

A taxa de sobrevida dos pacientes é exceldmetastases a distancia e mortes

associadas a doenca séo raras (Casté, 1999)As taxas de recorréncias estao entre 17%
e 24%. Além disso, a ocorréncia de metastase ndo € comum, afetando cerca de 9% dos
pacientes (Kelscht al.,1997).

2.2 Carcinoma Adendide Cistico

O Carcinoma adendide cistico (CAC) é caracterizado por células epiteliais e
mioepiteliais arranjadas em diversos padrdes morfologicebldgyar & Huvos, 2005).
Representa cerca de 7,5% de todas as neoplasias malignas salivares epiteliais d@$o de to
0s tumores epiteliais de glandula salivar. Quanto a distribuicdo anatbmica, afeta
principalmente a glandula parotida, seguida pela submandibular e pelas memgiesioat



principalmente pacientes de meia idade, sem predilecdo por género na maioria dos casos
relatados (Matsubet al.,1984; Elliset al.,1996).

Ao exame clinico observse um aumento de volume de crescimento lento.
Geralmente ocorre dor ou sensibilidade, podemaler tambénulceracdo ou fixacdo a
estruturas adjacenteggmich, 199).

Macrosc@icamente apresent® como massa razoavelmente bem definida, sem
capsula que mostrgpicamente infiltracdo para tecisladjacents. Histologicamente, sdo
observadas células uniformes em tamanho e forma com nucleo basofilico e mdoplas
escasso Arquiteuralmente observaise trés padrdes morfologicositados em ordem
decrescente de ocorréncia: cribiforme, tubulgigura 3) e sélido (Tomich, 1991
Ressaltese que todos os padrdes histopatoldgicos podem ser identificados na maioria dos
tumores (Perzietal.,1978)

No primeiro tipg cribiforme, sdo detectadas nas ilhas epiteliais neoplasicas
estruturas pseudocisticas que normalmente contém material eosinofilico efilicbas
apresentando aspecto de “quejoco”. No padréo tubular, as células tumogarsinjamse
em pequenos ninhos que sdo separados um dos ateosda, delimitam espas
pseudocisticos revestidos internamente por células ductais circundadoaregtde por
células mioepiteliais. Ja na variante sélida, as células neoplasicas (mioepstaligisa
maioria) organizarse em agregados com formato e tamanho varidvel nos quais espacos
pseudocisticos sdo poucos ou ausentes. (Gnepp, 198&tEllis1996)Uma caracteristica
microscopica importante, mas nao unica do CAG neurotropismo paervos periféricos
(Tomich 199). Este tumor sda pode ser caracterizado por uma diferenciagdo sebacea
(Gnepp, 1983; Elliet al.,1996.
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Figura 3 - Carcinoma adendide cistico com padréo cribiforme e tubular (B0SK).

O perfil imunohistoquimico do CAC mostra que as células ductais expressam
CEA (carcinoembryonic antiggnEMA e citoqueratina. A células mioepitelia mostram
positividade para actina musculo especifldBlF35(Chenet al.,1988.

Alguns diagnosticos difeencias do CAC sao: adenocarcinoma sem outra
especificacdp carcinoma epiteliamioepitelial, APBG, carcinoma do ducto salivar,
adenoma pleomorfico, carcinoma ex adenoma pleomorfico, adenoma canalicular, adenoma
de células basais (Tomich991)).

Quanto agorognostico, foi observado que a taxa de sobrevida em periodos de
10 a 15 anos é pobre e caracterizada pela ocorréncia de multiplas sexidietdstase
(Perzinet al.,1978; Szantet al.,1984)De acordo com o Conle¥& Dingman(1974a taxa
de recorrénciae metastase foi simila42% e 44%, respectivamente. Os indices de
sobrevida em 5, 10, 15 e 20 anosafo de88,2%, 47,5%, 42,8% e 20%, respectivamente.
Ainda, parece existir uma relacao empeirao histopatoldgico e o curso clinico do CAC
(Perzinet al., 1978).Nascimentoet al. (1986),encontraram diferentdaxas de sobrevida
em5 anos de acordo com os padréesiforme (52,3%), tubular (33,3%@ solido(13,3%).



2.3Carcinoma de Células Acinares

O Carcinoma de Células Acinares (CCA) é unemplasia maligna epitelial na
qual pelo menos uma parte das células neoplasicas apresenta uma diferenciacdo em acinos
serosog(Ellis et al., 1996). Representa a 5° neoplasia maligna de glandula sate#s
comum EFonsecaet al., 2012) Afeta ampla faixaetaria, com predilecdo pelo género
feminino. Quanto a localizagdo, a grande maioria ocorre nas glandulas safeaess,
com a glandula parétida representando 83% do total de casos e a glandula submandibular
correspondendo a 4% (Ellist al., 1996). Clinicamente,observase uma massa de
crescimento lento, com dimenséo inferior a 3cm de diametro, podendo ou ndo seraelatada
ocorréncia delor Ellis & Corio, 1983.

Macroscopicamente, a lesdo apressmetanodular, bem circunscritauja
consisténcia podeeramolecida oufirme podendo apresentaeporvezes cistica ou solida
(Ellis & Auclair, 199]. O CCA apresenta uma grande variedade arquitetural e citologica.
Microscopicamente os padrdes de crescimento sdo classificados em sélido stitioroci
papilarcistico e folicular. As célulasieoplasicas originadas dos acinos serosos das
glandulas salivared=i{gura 4), caractesticamenteorganizamse em camadas de grandes
células poligonais, com citoplasma granular, uniforme e levemente basofilicounsom
nacleo arredondado e excéntrico (Batsadisal., 199Q Ellis et al., 1996). Outros tipos
celulares que podem ser encontrados no CCA séo: wacualaro, aspecto dducto
intercalado (nucleo pequeno, escuro e central e citoplasnadiliaaj e inespedico
(bordos celulares indistintos, formando sincicios). Lipideos intracitoplassaéicfoam
descritos na literatura através de estudos ultraestruturais (Chaudihryt986; Elliset al.,

1996).
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Figura4 - Carcinoma de células acinares. Notar células ricas em granulos de

zimogénio intracitoplasmatico (H&E 200x).

O perfil histoquimico revela que o PAgeriodic acid schiff &€ importante para
identificacdo de diferenciacdo acinar e dos mucopolissacarideos que podem @sorrer n
espacos cisticos. As coloracfes decitarmim e al@an blue sdo geralmente negasiva
podendo apresentar positividaglgenasias areas cisticas, microcisticas e vacuoldglés (

& Auclair, 1991). Quant@ imunohistoquimica, foi observada reatividade a citoqueratina,
transferrina, lactoferrina, alpHaantitripsina, alphd-antiquimotripsina, IgA, CEA,
antigeno LetM1, e amilase (Huntest al. 1983;Staley et al. 1988).

Quanto aos diagnosticos diferenciaasgumaslesées que podem levar a um
diagnostico equivocado de CCA sdo: cistadenocarcinoma, carcinoma mucoemdermoi
carcinoma metastatico de thide, APBG, carcinoma epitelimhioepitelial,
adenoarcinoma de células clatagarcinoma metastatico renal (Ellist al.1996).
Atualmente, uma lesdo que entrou para essa lista de diagnosticos diferenciaisr®maarci

secretor analogo da mama (Skaleval.,2010)
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Com relagcdo ao prognostico, 35% aprésen recorréncia e outros 16%
mostram metastase e morte. As recorréncias sdo mais provaveis de ocorra@hodent
primeiros anos apos a ressecc¢ao do tumor primario (Guinmetraes1989), enquanto que
a ocorréncia de metastase pode ser constatadss \&ros depois do tratamento inicial
(Lewis et al.,, 1991)Segundo Chioseaet al. (2012) a média sobrevida é de

aproximadamente 10 anos.

2.4 Carcinoma Epitelial-Mioepitelial

O Carcinoma epitelianioepitelial (CEME) € caracterizado por morfologia
bifasica,ou seja:epitelial ductal e diferenciacdo mioepitelial (Fonseca & Soares, 2005).
Representaerca de 1% das neoplasias de glandula salivacesrendo especialmente na
parétida(mais de 70% dos casos), seguida pelas glandulas submandibulares e nmnores, e
frequéncias aproximadamente iguais (Ebis al., 1996) E observada predilecdo pelo
género feminino, principalmente em pacientes na 6° e 7°décadas de vida &ChH95).
Clinicamente é observado um aumento de volume assintonuétidoloroso em algns
casoqCorioet al.1982 Lunaet al.1985).

Macroscopicamente, apresesta geralmente como uma massa firme, bem
circunscrita, lobulada com 2 a 8 cm de didmetro no momento do diagnd@3tico €t
al.,1982 Luna et al.1985. Microscopicamente, @upla populacdo celular, epitelial e
miopitelial, apresentam caracteristicas morfolégicas e distribuicdes diststaselulas
epiteliais delimitam as luzes nas estruturas ductais,npodger cubicas ou colunares
apresentado citoplasma eosinofilo. Aséulas mioepiteliais circundam as células epiteliais
e possuengitoplasma amplo e clareomnucleo arredondadecromatina clargdFigura 5).

Os padrbes de crescimento pode ser: solido, cistico e pdfilaret al., 1996).Este tipo

histol6gico tambémaxle apresentar diferenciacdo sebacea (Gnepp, 1983).
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Figura 5 — Carcinoma epiteliamioepitelial. Observar a dupla populacdo celulsendo as células
mioepiteliais claras e dispostagternamentanas estruturas ductais (HE&200x, a esquerda;

400x, a direita).

Quanto a marcacdo histoquimica, pela analise do PAS antes e depois da
digestdo com diastase, obseseque as células claras possuem glicogénio (Ellis et., 1996)

e a avaliagdo da neoplasia pela coloracaardeicamim demonstra que tanto as células
ductais quanto as nao ductais nao apresentam mucina (Corio,. 1091jerfil
imunohistoquimico mostra positividade das céluisas para marcadores mioepiteliais
(actina masculo liso, HHF35, p63 e/ou calponina), ja adathbluctais sao positivas para
citoqueratingFonseca & Soares, 2005).

Os diagnosticos diferenciais do CEMncluem neoplasias como adenoma
pleomarfico, CCA, CAC, carcinoma mucoepidermdidearcinoma sebaceo exancitoma
(Corio, 199).

Segundo estudo de Fonseca & Soares (1993), a taxa de metastase € de 35% e a

de recorréncia 4094 sobrevida dos pacientes em 5 anos é de 80% e em 10 anos é de 72%.

2.5Carcinoma Mioepitelial

O Carcinoma Mioepitelial (CM) representa uma neoplasia de diusdlivar
composta principalmente por células neoplésicas com diferenciacdo miale(iiehlova
& Jakel, 2005). Individuos de diversas idades podem ser afetados, sendo a média de idade

55 anos, sem predilecdo por género. E uma lesdo incomum que riegprasans de ®
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dos carcinomas de glandula salivafetando principalmente a glandula parotida (75% dos
casos), seguida pelas glandulas salivares menores e depois pela submandibula
Clinicamente, caracterizee geralmente por uma massa assintomaticas @llal., 1996;
Savereet al.,2000).

Microscopicamentegliversos tipos de células podem ser encontradas, a saber:
fusiformes, plasmocitdides, claras e epitelidides, podendo haver uma misasrgideira
6). Diferenciacao sebacea e/ou escantas®émpocke estar presente. Caracteristicamente
€ observado um padrdo de crescimento infiltrativo e ocasionalmente sdo observadas
estruturas ductais (Ellet al.,1996).Segundo Saverat al.(2000), essa neoplasia apresenta
imunoreatividade para citoqueratina, vimentinal0®, actina musculo liso, calponina,

actina musculo especifico, GFAflial fibrillary acidic protein) CEA e EMA.
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Figura 6 - Carcinoma Mloepltellal composto por uma mistura de células
plasmocitoides e epitelidides (H&E 200x).

Existem diversas neoplasias que fazem diagndstico diferencial com o CM,
dentre as quais estamioepiteliomaleiomiosarcoma, fiborosarcoma, schawanoma maligno,
sarcoma sinovial, histiocitoma fibroso maligno, melanoma maligno amelandtico
metastatico (Elligt al.,1998.
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Em um estudo, observese que 47% dos pacientes desenvolveram metastase,e
29% morreram da netgsia Gaveraet al., 2000). Cerca de um terco dos pacientes
apresentam recorréngi@kalova & Jékel, 2005). Portanto, o CM é uma neoplasia agressiva

que exibe diferentes resultados clinicekdlova & Jéakel, 2005

2.6 Carcinoma Mucoepidermadide

O Carcinoma mucoepidermoide (CME) é a neoplasia maligna mais comum de
glandula salivar composta por trés tiglescélulasmucosas, intermediarias e epidermoides
(EI-Naggar & Huvos, 2005). A idade média dos pacientes € de 45 anos, com predilecdo
pelo géner feminino. Quantos aos locais acometidos, em ordem decrescente de frequéncia
estdo as glandulas parotida, submandibular, menores e subliAguaxame clinicp
quando presente nas glandulas salivares maiapessent&e como aumento de volume
indolor solitario, enquanto que quando afeta as glandulas salivares menoresneaizaparé
clinica é variada podendo fazer diagnostico diferencial com condi¢cfes inflasa&or
neoplasias benignas (El&s$ al., 1996).

Macroscopicamentegpodem ser observada&svidaces cisticas com contetdo
mucéide (Auclair & Ellis, 1991 Microscopicamente, os trés tipos celulares (células
mucosasepidermoides e intermediarias) apresersanem propor¢des variadésigura
7). Por vezes, as células epidermdides podem se apresertaobgicamente como células
claras, colunares, oncociticas ou com diferenciacdo seb&oestem padifes de
crescimento cisticx solidos, papiliferos, entre outros. O CME pode ser classificati@em
graus: baixo (mitoses raras, espacos cisticos em mais de 20% de todo tuteos nac
brandos),intermediério (caracteristicas intermediérias entre o baixo e alto @iaw),
(componente cistico menor que 20%, 4 ou mais figuras mitéticas em aumento de campo de
10x, invasdo neural, necrose, anaplasia celular) (Gnepp, 1983tHlis1996).Quanto a
histoquimica, pode ser evidenciada mucina através de mucicarmim e alcian blue.
Imunohistoquimicamente, pode haver positividade para citoqueratina, EMA3e p
(Foschiniet al.,2002).
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Figura 7 - Carcinoma mucoepidermdide: a direita, detalhe da composicao celular, com células
intermediarias e mucosas; a esquerda, com area cisiéa {00x, a esquerda;
400x, a direita).

Existem diversas les6es que fazem diagndstico diferencial com o CME, a saber:
cistadenoma, cistadenocarcinoma, adenoma pleomorfico, carcinoma adenogscamos
APBG, carcinoma de células escamosas primario ou metastatico, carcinomas de células
claras e adenocarcinoma sem outra especificagdddiA & Ellis, 1991).

Quanto ao progndstico, 5% dos tumores de baixo grau metastizaram para
linfonodos regionais e 2,5% resultaram em morte. J4 os tumores de alto grau arasent
taxas de metastases e 6bitos de 55% e 80%, respectivamentet @tl)is996).

2.7 Carcinoma de Ducto Salivar

O Carcinoma de ducto salivar (CDS) é uma neoplegitelial de alto grau
pouco comumaque histologicamente assemel®ao carcinoma ductal da mama. E uma
les&o que represemi@enos de 1% de todas as neoplasias salive®eés @as malignidades
de glandula salivar (Skélovat al., 2005). Ocorre mais freqientemente em homens,
preferencialmente na glandula parétida, seguida pelas glandulas submandibeitares
Afeta principalmente individuosentre a sexta e oitava décadas da vida (Batnals, 1994,
Ellis et al., 1996).Clinicamente observae um aumento de volume de crescimento rapido,
podendo haver envolvimento neural com sintomatologia assoéiadiif et al.,1997).
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Macroscopicamenteapresentase comoum tumor infiltrativo, com dimensodes
gue variam de menos de 1cm a mais de Genclair et al., 1991). Microscopicamente, as
células carcinomatosas apresentam citoplasma amplo, eosinofilo, finagnami#oso e
nacleo com pleomorfismo acentuado e freqiientes mitoses. O CDS pode exibir padréo de
crescimento cribiforme, com finas bandas de epitélio neoplasico arqueadapesplenos
espacos luminaisom comedonecrosdando a aparéncia de “pontes romar{ggjura 8).
Crescimentosodlidose papilarepodem ser observasl¢Elliset al.,1996).Além disso, esta
neoplasia geralmente apresenta eletos neoplasicos infiltrativos e estroma é
caracteristicamente de tecido conjuntivo fibroso denso que pode apresentar gocos d
hialinizagao (Auclaiet al.,1997).

Figura 8 - Carcinoma do ducto salivara forma classica. Notar focos
decomedonecrose, composicao celular: células carcinomatosas

comcitoplasma amplo, eosinédi (H&E 100x).

Quanto ao perfil histoquimico, mucicarmim e alcian blue geralmente sao
negativos Auclair et al., 1991). Imunohistoquimicamente é observada reatividade para
EMA, citoqueratina, GCDFRgross cystic disease fluid protgirCEA, sendo geralmente
observada negativida para receptores de progesterona e estrogéewas(et al., 1996)

Porém, é reconhecida a positividade nuclear do CDS para os receptores de androgénio

(Kapadiaet al.,1998) e a de membrana para HEReu (Skalovét al.,2001).
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Algumasneoplasias queafem diagndstico diferencial comGDS sdo: CCA,
cistadenocarcinoma papil&@ME, carcinoma oncociticédPBG (Auclair et al.,1997).

Quanto ao comportamento, trata de umaeoplasia agressivdmrecidivas e
metastases fregntes, sendo que awetastasedistantes ocorrem geralmente nos pulmdes,
cérebro, figado e pele (Barnes al., 1994). Cerca de 30% dos pacientes desenvolvem
recorréncia, 60% metastases regionais e 50% metastases diSdatgagpo de sobrevida
para a maioria dos pacientes € de 5 amosrendo muitas mortes em 3 anos, porém sendo
relatadas taxas de sobrevidas de 12 anos €Elik, 1996).

2.8 Carcinoma Sebaceo

O carcinoma sebaceo (€% € uma neoplasia maligna composta por células
sebaceas de maturidade variatsifiste um numero elevado de casos na 3°, 7° e 8° décadas
de vida,sempredilecao por géneros (Gnepp, 1983; Gnepp, 2005). Lexssndm conta 0s
sitios anatdémicos afetados pela doemagglandula parotida representa a grande maioria dos
casos, sendo acometida por aproximadamente 90%, seguida por ocasiab@snas
glandulas menores intra orais e glandula submandibular €Elit, 1996. Clinicamente,
aumento de volume doloroso com envolvimento neural € o principal sinal e sintoma
(Auclair et al.,1991).

Macroscopicamente, obserga que as dimensdes da lesdo podem variar de
0,6cm a 8,5cmAuclair et al., 1997). Quanto aos achados microscépicos, obssevama
cgpsula parcial, circunscrevendo células neoplasicas que podem ser bagglgides9),
escamoas e raramente mucosésorganizacdo das células cancerosas pode ser em ilhas e
cordbes, podendo formar estruturas ductais (Elisl., 1996). Geamente observae
pleomorfismo celular, necrose e fibrogeug¢lair et al., 1991). Muthusamyet al(2006
mostiaram que esta neoplasia apresenta positividade a marcacdo para o adipophilin,
indicando assim a presenca dentetdo lipidico intracitoplasmaticeendo que esse
marcador foi sugerido como uma técnica auxiliar para demonstracdo de ligitleos

carcinomasebaceo em material parafinizado.
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Figura 9 - Carcinoma sebaceo apresentando células neoplasicas sebaceas

circundadas por células basaldidd&E 200x).

Nas glandulas salivares, algumas neoplasias que podem fazer diagndstico
diferencial com o CSeb, sdo: CME, outras neoplasias salivares com difereselagéea e
metastase (Siriwarderm al.,2003).

A média de sobrevida foi de 4,5 anos sendo o maior tempo de sobrevivéncia de
13 anos, sendo que 26% dos pacientes tiveram seu 0Obito decorrente de causas secundarias a
neoplasigAuclair et al.,1991).

2.9 Carcinoma secretor analogo da mama

Skélovaet al.(2010) descreveram uma neoplasia em glandula salivar nomeada
como carcinoma secretor analogo da mama (CSAM) ou MAS&mfmary analogue
secretor carcinomg entidade esta analoga ao carcinoma secretor da mama quando
avaliadas as caracteristicas histopatobigy imunohistoquimicas e moleculares. Quanto a
idade, a média era de 46 anos, havendo uma predilecdo pelo género masculino. Quanto a

localizac&o observese que a maioria dos casos ocorre na glandula parotida, seguida por
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glandulas salivares menores. ridamente, fose relatado que a maioria dos pacientes
apresentou um nédulo de crescimento lento.

Microscopicamente, obserse uma lesdo dividida por septos cujas bordas séo
circunscritas, mas nao encapsuladas, apresentando invasdo do tecido circurjacente
células apresentam citoplasma eosinofilico ou vacuol&tpurg 10), com um nucleo
vesicular e nucleo centralmente localizado. Os padrbes de crescimentos obséwados s
microcistico, tubular e solido. Nos espacgos microcisticos e tubulares podenstaer
secrecdes positivgsara PAS (mesmo apoés digestdo com diastase), cauciim, MUC1,
MUC4. O perfil imunohistoquimico mostra reatividade forte para citoqueratinasjnaot
S-100, vimentina, STAT5a e mamglobina. A avaliacdo molecular mostrou que esta
neoplasia apresenta a translocacdo ENV&®RK3 t(12;15) (pl13;925), podendo ser
comprovada por exames de FIS$tuorescence in situ hybridizatipnPCR (polymerase

chain reaction e sequenciamen{&kalovéet al.,2010.

FiguralO - Carcinoma secretor analogo da mama. Observar células com

citoplasma eosindfilo e vacuolado (H&E 200x).

As principais neoplasias que fazem diagnéstico diferencialc®dM\SC séo:
CCA, cistadenocarcinoma sem nenhuma outra especific&@pdB, Clinicamente, pode ter

um curso indolente ou até mesmo agressivo (Sk&bak, 2010.
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2.10 Carcinomas de glandulas salivares com transformacdo para alto grau

Transformacéo para alto grau ou desdiferenciagcdo € a mudanca fenotipica e
genotipica de células para um estado de menor diferenciacdo, resultando em um
comportamento mais agressivo e com maior capacidade de proliferacdo éKaibh
2004).Quanto aos aggtos epidemioldgicos, geralmente obseswgue afeta pacientes de
elevada faixa etarjaalém disso hggredominancia pelo género masculino (Hergeal.,

1997).

Este processo tem sido observado em diversos carcinomas de glandulas
salivares, incluindo: 8C (Cheuket al.,1999) figura 11), CME (Nagacet al.,2003), CM
(Ogawaet al., 2003), CEM (Kusafukat al.,2008) e em CCA (Stanlegt al., 1988). O
diagndstico se baseiam caracteristicas morfoldgicas, tais como: presenca de células
anaplasicas, pleomfismo nuclear, mitoses, nucléolos proemineifiégura 11) e necrose
(Simpsonet al., 2002; Skalovéet al., 2009). Além disso, autilizacdo de um marcador
comprovando a alta atividade proliferativa auxilia na comprovacdo diagnostica. O
marcador que melhambasa um discernimento e que age como um parametro entre 0s

componentes convencionais e transformados das neoplasiastd d¢istaet al.,2011J).

Figura 11— A- Area convencional do carcinoma adele cistico padrdo cribiform@Q0x).
B- Area com transformac&o para alto grau do carcinomadatéenisticoapresentando

pleomorfismo nuclear, nucléolos evidentes (HRIDX).
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Quanto a evolucao destas neoplasias, elas apresentam uma maior tendéncia para
metastases e recorréncia (Simpstral., 2002; Seethalat al., 2007). Porém, como a
transformacao para alto grau € um processo muito raro, existem poucos dados para embasa

afirmacdes acerca do prognostico (Cadtal.,2011).
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3 PROPOSICOES

3.1 Geral:

Avaliar a frequéncia e quantidade dass citoplasnaticas e a expressédo de
proteinas relacionadas ao mecanismo secretor celularcagoinomas de glandulas
salivares, correlacionandts com a morfologia tumoral, grau de diferenciagcdo e

proliferacéo celular.

3.2 Especifias:

a) Verificar a frequégia e quantidade ddSLs em carcinomas salivares subdivididos
quanto ao tipo histolégico.

b) Verificar a expressdo de proteinas relacionados ao mecanismo secretério celular
(STAT5a e mamoglobina em carcinomas salivares subdivididos quanto ao tipo
histolégica

C) Correlaciona a frequéncia e quantidade d&s com o indice de proliferacéo
celular dos carcinomas salivares.

d) Comparara freqiiéncia e quantidade daks entre as areas diferenciadas e pouco

diferenciadas nos carcinomas salivares com transformacéadtpayeaa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupo de estudo

Foram analisado§9 casos de carcinomas salivares. Através da técnica de
Tissue Micro Array(TMA) foram estudados 3 tumores subdivididos quanto ao tipo
histologico em @rcinomaMioepitelial (CM) - 6 casos, @rcinomakEpitelial Mioepitelial
(CEME) - 12 casos, @rcinomaMucoepidermoéide (CME) 10 casos, @rcinomaAdendide
Cistico (CAC)- 15casos, Alenocarcinomadimorfico deBaixo Grau (APBG)- 6 casose
Carcinoma do Ducto Salivar (CDS) - 4 casos. Alén desses, foram estudados
separadament& casos de @rcinomaSebaceo (CSeb)4 casos de @rcinoma deCélulas
Acinares (CCA), 10 casos de carcinoma secretor analogo da mama (MASC), @ecasos
CAC com transformacao para alto grau. Todos os casos séo pertencentes ao Arquivo do
Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias MétIBHEAMP,
coletados no periodo de 1990 a 2012.

4.2 Avaliacao histoldgica e Tissue Micro Array

Os diagndsticos de todos os casos foram revistos em cortes de parafina corados
por HematoxilinaEosina (H&E) e classificados de acordo com “World Health
Organization’s Histological Classification of Salivary Gland TumofBVesonet al.,

2005). Além disso,foram selecionadas areas representativas de cada tumor para a
montagem do TMA.

As areas que foram selecionadas no H&E foram identificadas no bloco de
parafina e puncionadas com uma agulha de 1mm (TiSEelke QuickRay Tissue
Microarray System; Sakura,Calihia, USA). Os cilindros obtidos foram transferidos para
o bloco de parafina receptor em posicao bidimensional determinada e gravada pelo
equipamento. Um mapa com identificacdo detalhada de cada cilindro foi construido em
planilha deExcel®, permitindo &calizacdo exata de cada caso. Foram coletadas amostras
de trés areas do bloco original para confeccao em triplicata do bloco receptor. O bloco
receptor posteriormente foi cortado na espessura de 5 um e os cortes foram eathidos

laminas adesivas oriunsl@a Instrumedics (Hackensack NJ, EUA). O tape com o material
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foi colado com a pressdo manual de um rolo fixado na lamina, e submetido a irradiacéo
com UV por 30 min. Em seguida mergulhadas em solucdo solvente (TPC), e seca a
temperatura ambiente. Os tapes foram retirados ap0s a secagem.

As laminas excedentes passaram por banho de parafina, e foram
armazenadas em freezer. Os casos foram definidos como adequesholo o corte
resultante ocupu pelo menos 24% da area total do cilindro.

4.3 Técnica de Imunohistoquimica

Para estudo imunohistoquimico foram utilizados os anticogutygophilin
(Fitzgerald, AP125)Ki-67 (Dako, MIB1), mamoglobina (Bio SB, 31A5) e STAT5a
(Epitomics, E289). As coloracbes foram realizadas seguindo protocolos previamente
estabelc LGRV 1RV EORFRV VHOHFLRQDGRVY GH FIPGGHFDVR
espessura, e o material colocado em laminas tratadas com solugdo de organosilano a 4%
acetona (saaminopropiltrietoxi-silano, SIGMA codigo A3648). A seguir, as laminas foram
colocadas em estufa a 110 °C por uma hora, antes do inicio da reacdo. A desparafinizacéo
foi feita com trés banhos de xilol e hidratacdo em dois banhos de alcool absoluto.
Posteriormente, as laminas foram banhadas em é&lcool nas concentragées decdescentes
80% e 50% e depois lavadas em agua corrente seguida de agua destilada. O blogueio da
peroxidase enddgena foi feito através de trés banhos de imersédo (3 minutosntada)
solucdo de peroxido de hidrogénio.Qp) a 10%, a temperatura ambiente, seguidos de
lavagem em agua corrente e passagem por agua destilada.

A recuperacao antigénica foi realizada pela imersédo das lamina®lagéo
tampéao fostatoRBS), comadi¢cdo desolugcéo tampéo THEDTA (pH 8,9) para Ki67 e
mamoglobina e com adicdo de solucdo tampéao de citrato (pH 6,0) para STAT5a, sob acao
de calor umido da panela a vaporfdl (Stem Cuisine HEpeed 700) a 95°C por 30
minutos. Para marcacdo com adipophilin ndo € necessécigpeacdo antigénicaApos
esfriarem durante 15 minutos, as laminas foram lavadas em agua corrente eagestilad
permanecendo em PBS. Posteriormente, foi pingado sobre os cortes o bloqueador de
proteinas Dako (x0909) deixandoagir por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foi realizada

areacao antigenanticorpo primario, na qual o adipophilin (sem diluig&G)}67 (1:500)
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STAT5a (1:250) e mamoglogina (1:25fram gotejados sobre os cortes histologicos e
incubados em camara Uumida por 30 minutos na estufa a 37°C. Logo apds, as laminas
pemaneceram overnight (28 horas) em camara Umida a 4B seguida @ncubacéao,
houveram 3 lavagens em solucéo salina tampé&o (PBS), por 3 minutos cada, a temperatura
ambiente, para retirada do excesso do anticorpo primario.

A deteccao do anticorpo primario foi efetuada utilizasd® Sistema EnVision
Plus (Dako). A solucdo foi gotejada sobre os cortes histologicos que permaneceram,
durante uma hora, em camara Umida a 37Aa3s as laminas foram submersas em
solucao salina tampéao (PBS), a temperatura ambiente. A coloracdo foi eealiiadndo
o DAB (3,3tetrahidrocloreto de diaminobenzidina, SIGMA, cédigo D5637) por 5 minutos
a 37 °C. A seqguir, as laminas foram submetidas novamente a lavagem em agi@ eorre
passagem por agua destilada.

A contracoloracao foi realizada com hematoxilina de Harris (Merck), durante
15 segundos, a temperatura ambiente, com posteriores lavagens em agua corrente e
destilada. Posteriormente, a desidratacdo foi feita pela passagem das lamittés em
banhos de alcool abswo e de xilol. A montagem foi feita colocande as laminulas sobre

0s corte histologicos utilizando-se a resina histologica Entellan (Medigocd961).

4.4 Avaliagdo imunohistoquimica

A positividade dos marcadores foi evidenciada pela coloracdo marrom. As
células positivas exibiram os padrdes de coloracdo tipo nucle&7(Ki STAT53 e
citoplasmatico (adipophilie mamoglobina Apenas o Ki67 apresenta controle interno da
reacdo: camada basal do epitélio de superficie.

A) Avaliacéo das células positivas

Para todos os casos, as seccOes coradas foram analisadas no menor aumento
para se identificar as areas de maior densidade de marcacdo. As reacfes de
imunohistoquimicas foram interpretadas simultaream por trés pesquisadores (AA,
FVM e HT).

B) Quantificacdo dos anticorpos
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O indice de proliferacdo celular pelo Ki-67 foi calculado através da relacao
entre o nimero de células positivas e o namero total de células tumorais eneasés ar
selecionadas (hotspots) da amostan um total de 1000 célula®\ avaliacdo da
positividade da reacdo do adipophilin, STAT5a e mamoglobina foi realizada em pequeno
aumento (5 x), sendo utilizada a seguinte escala geamtitativa:

- 0: coloracao ausente ou positividade < 5% das células examinadas;

- +: positividades H GDV FpOXO B yoditiydfedaQ D G D V

- SRVLWLYLGDGH - G D ¥ pbgitodduday H[DPLQDGDV

A intensidade de marcagdo do STAT5a e mamoglobina foi subjetivamente

avaliada como fraca/moderada (+) ou intensa (++) ou ausente.

4.5 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado no Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP sob protocolo n°® 06683312.8.0000.5404.
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5 RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o resultado da avaliacdo dos 73 carcinomas salivares com o
anticorpo adipophilin. Nestes tumores, 43% ndo apresentaram GLs citoplasmaticas,
enquanto que em 37% a positividade era focal (+) e em 20% difusa (++).

N&o ocorreu expressdo do adipophilin no parénquima salivar normal, exceto
por ocasionais células ductais com diferenciacdo sebddgarg 12). Os subtipos
histopatoldgicos quapresentaranpositividade para adipophilin em 50% ou mais das
células foramos casosMASC (100%),CCA (85,64%),CM (83%), CDS (75%) e CSeb
(50%) Figura 13). Destes(com excecdo dos MASCs e €I53),a maior parte dos casos
apresentoupositividade focal para adipophilin (+) e o padrdo de coloracdo era de
microgotas citoplasmatica@igura 14A). Em contraste, todos os casos de MASC
mostravam positividade difusa (++) para adipophilin, sendo sempre sob a forma ds grande
gotas citoplasmaticagigura 14B,C). O grupo de CSeb era constituido por apenas 2 casos
(tumor muito raro) e apenas um deles foi positivo para adipophilin. Este apresentava

marcacao difusa, com padrdegrandes gotas, semelhante ao MA&Qral4D).

Figura 12 -Reagdo démunohistoquimica@om adipophilin- Auséncia de
expressdo no parénquima salivar, exceto por ocasionais células ductais

com diferenciacdo sebacea (100x).
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Figura 13 — Reacdo demunohistoquimica com adipoph#inPositividade em mais de 50%as
células. @rcinoma mioepitelial & esquerda e carcinoma do ducto salivar & direita (200x,

a esquerda; 400x, a direita).

Figura 14 - Reacaade imunohistoquimica com adipophilii\- Carcinana de células acinares apresentando
padrdo de marcagdo de microgo(@80x). B, C- Positividade difusa e presenga de gotas

citoplasmaticas em carcinoma secretério analogo da niE@@x e 400x, respectivamente)
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D- Marcacao difusa e também presenga de gotas citoplasmaticas em carcinoma sebaceo
(200x).

As neoplasias que apresentaram menos de 50% das célsitigap para
adipophilin foram: CAC (26,6%),CEM (41,6%),CM (40%) e oAPBG (16,6%).Nestes

tumores, o pado de expressao também foi de microgotas.

Tabela 1- Imunoexpresséo dei@ophilin em neoplasias de glandulas salivares.

Tipo Histolégico Total de Casos Positivos Padréo de
Casos Expressao
Total + ++
Micro-
Carcinoma de células acinare 14 12 11 (78,5%) 1 (7,14%) gotas
Micro-
Carcinoma adendide cistico 15 4 4 (26.6%) 0% gotas
Carcinoma epitelial Micro-
mioepitelial 12 5 4(33.3%) 1 (8.3%) gotas
Carcinoma secretor analogo (
mama 10 10 0% 10 (100%)  Gotas
Micro-
Carcinoma Mioepitelial 6 5 2 (33,3%) 3 (50%) gotas
Micro-
Carcinoma mucoepidermoide 10 4 4 (40%) 0% gotas
Adenocarcinoma polimorfo de Micro-
baixo grau 6 1 1 (16.6%) 0% gotas
Micro-
Carcinoma do ducto salivar 4 3 3 (75%) 0% gotas
Carcinoma sebaceo 2 1 0% 1 (50%) Gotas

Como os casos de MASC mostraram alta positividade para adipophilin, com
padrdo distinto dexpressagqmacrogotas) em comparacdo com os demais (microgotas),
decidimos aprofundar a investigacdo nessas lesdes. Morfologicamente, s célu
carcinomatosas do MASC apresentam citoplasma vacuolado semelhante aqueleasdas célul
mamarias lactacionais, além da secrecdo de material semelhante a leite. Estes achados
levaramnos a hipotese que estes tumores poderiam apresentar diferenciacdo similar a

lactacional. Por esse motivo, comparamos a extensao e intensidade de expressao de
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proteinas relacionadas a secre¢sio €, STAT5ae mamoglobina, entre os casos de MASC
e 0S outros tipos de carcinonsadivares Tabela 2.
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Tabela 2 —-Imunoexpresséo para adipophilin, STAT 5a e mamogladimaarcinomas de glandulas salivares.

ADIPOPHILIN STAT 5a MAMOGLOBINA
: N |de casos ~ t. cels. N |de casos Int. t. cels. N [de casos Int. t.

Hi?(?lgg?csos plositivos Padracde ons. plositivos Marcag ons. plositivos Marcag celg.pos.

(%) Marcacdo + ++ (%) + ++ + ++ (%) + ++ + ++
MASC 10/10 (100) G - 10 10/10(200) - 10 - 10 10/7 (70) - 7 4 3
CCA 14/12 (85.7) MG 11 1 8/3 (37.5) 3 - 3 - 8/0 (0) - - - -
CAC 15/4 (26.7) MG 4 - 17/5(29.4) 3 2 4 1 17/0 (0) - - - -
CEME 12/5 (41.7) MG 4 1 13/8 (615) 6 2 4 4 13177 1 - 1* -
CM 6/5 (83.3) MG 2 3 6/5 (83.3) 4 1 4 1 6/0 (0) - - - -
APBG 6/1 (16.7) MG 1 - 6/0 (0) - - - - 6/3 (50)* 3 - 3* -
CME 10/4 (40) MG 4 - 14/0 (0) - - - - 14/0 (0) - - - -
CDS 4/3 (75) MG 3 - 14/2 (50) 2 - 2 - 4/0 (0) - - - -
CSeb 2/1 (50) G -1

MASC: Carcinoma secretor analogo da mama; CCA:

Carcinoma de célulaesiclDAC: Carcinoma adendide cistico; CEME: Carcinoma epitelial

mioepitelial; CM: Carcinoma mioepitelial; APBG: Adenocarcinoma polimodddixo grau; CME: Carcinoma mucoepidermdide; CO&cinoma de
ducto salivar CSeb: Carcinoma sebaceo; G: gotas: MG: mjmas; Int. Marcac: Intensidade de marcacdo: + (fraca/moderada), ++ (intensa); Qt. cels.
pos.: quantidade de células positivas:+ ( ¥£60% de células positivas), ++ $0% de células positivas); *Nestes casos, a quantidade de célulaspositiv

foi <20% detodas células tumorais.
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Entre os carcinomas salivares, todos os casos de MASC mostraram uma
expressao difusa de STATHaigura 15A). Em outros carcinomas salivares, STAT®HI
observado em areas focaiBigura 15B), exceto por poucos cas0S Nnos quais a sua
expressao foi intensa e difusa. No grupdWtASC, a expressao da maglobina foi vista
em células tumorais em sete de desbsd70%); ela foi forte em todos os cagegura
15C), e em quatro de sete (57,1%) foi observado anrgm focal. A mawglobina foi
negativa em outros carcmas salivares, exceto por um CEME e trés ARBiGura 15D).

Entretanto, nestes tumores, a propor¢cao de células positivas foi pequena (<20%).

Figura 15 — Reacdo imunohistoquimica com STATHa e B) e mamoglobina(C e D) — Observar a
expressdo do STAT5a difusa e forte no MASC (A, )08xfraca no carcinoma epitelial
mioepitelial (B 200%. Expressdo damamoglobinaforte no MASC (G 100% e fraca no
adenocarcinoma polimorfo de baixo gray 2D0X).

A Tabela3 mostraa correlagcdo entre a porcentagem de casos positivos para
adipophilin e o indice de proliferacdo celular dos carcinomas salivaiedice de
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proliferacdomaior que 10% das células tumortos observado ncCSeb(Ki-67 = 29%),
seguido doCDS (Ki-67 = 23,11%) e d&CM (Ki-67 = 12,15%). Todos esses tumores
apresentaram um total de casos positivos para adipophilin igual ou m&o¥d€Seb—

50%, CDS - 75% eCM -83%). Entre os tumores com baixo indice proliferativo, isto €,
menor de 10%, apenas os casos de MASC e CCA mostraram positividade em 50% ou mais

dos casos.

Tabela 3 Comparacéo da porcentagem de casos positivos para Adipophilié7egfn carcinomas

de glandulas salivares.

Casos ToRlde  adipophiin (%) Ki-67 (%)
Carcinoma de células acinares 14 85,64% 1,71%
Carcinoma adendide cistico 15 26,60% 5,37%
Carcinoma epiteliaimioepitelial 12 41,60% 4,83%
Carcinoma secretor analogo da mama 10 100% 8,24%
Carcinoma mioepitelial 6 83% 12,15%
Carcinoma mucoepiderméide 10 40% 7,05%
Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau 6 16,60% 0,86%
Carcinoma do ducto salivar 4 75% 23,11%
Carcinoma sebaceo 2 50% 29%

Na Tabelad, aprofundamos a avaliacdo da lipogénese e proliferacdo celular
através deestudo ds areas diferenciadas e pouco diferenciddaseiscasos d&CAC com
transformacao para alto gra@bservamos que o indice de proliferacdo médio da area
convencional (Ki67 = 14,65%) é menor que o da area transformad®&7{k: 46,88%)
(Figura 16). Realizandese uma comparacao da frequéncia e quantidade de gotas lipidicas
entre as areas diferenciadas e pouco diferenciadaSA©@sxom transformacao para alto
grau observase que quanto maior o indice de proliferacdo celulaaior a
imunoreatividadeao adipophilin. A area transformada apresentoua positividade difusa
(++) ao adipophilin en83,3%dos casos e 16,6%os casosom positividade focak). Por
outro lado, area convencionahostrous0% dos casosomintensidade de marcaca&e” e

outra méade com nenhuma marcacéao "Blgura 17).
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Tabela 4 Avaliacdo da proliferacdo celular e lipogénese em CAC

com transformacgé&o para alto grau

Casos Area Convencional Area Transformada
Ki-67 Adipophilin Ki-67 Adipophilin
1 24,51 + 34,95 ++
2 9,6 + 17,05 ++
3 9,04 + 87,95 ++
4 4,36 0 94,07 ++
5 27,9 0 33,6 ++
6 12,5 0 13,7 +

Figura 16 —Reacaaleimunohistoquimica com K&7- Notar que o indice de proliferacdo médio da
area convencional a esquerda é menor que o da &rea transformada a GDgjta (1

esquerda200x, a direita).

Figura 17 — Reacdo deémunohistoquimica com adipophiliHObservar que a presenga de micro
gotas lipidicas € menor na area convencional a esquerda em comparagédo com a area

transformacédo para alto grau a direRaQdx).
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6 DISCUSSAO

O adipophilin € uma proteina expressa ndo somente em adipdcitos &Jiang
Serrero 1992; Eisinge& Serrero 1993), matambémem uma variedade de células e
tecidos como por exemplo: hepatdcitos esteatoticos, células de Sertoli e Leydax cort
adrenale epitélio glandular da mama em lactagéteid et al., 1998; Muthusamyet al.,
2006). Quando comparada com outras proteinas da fdPdiliao adipophilin apresenta
além @& maior sensibilidade uma alta especificidade para deteccdo @és
intracitoplasmaticas Estabelecendge um paralelo entre o Oil Red e o adipophilin
observase que o primeiro pode mostnaatividade em 36% dos casos, enquanto aue
segundo 88% (Muthusamegt al., 2006). Portanto, enquanto métodos de coloracéo
convencions para gordura como o Oil Ratkcessitam de material congelatiocultando
a rotina diagnostica, a deteccdo do adipoptdlgm de aparentar sem meétodo mais
sensivel para deteccdo daks, pode ser realizada em material parafinizado

A esteatogénese estd aumentada em diversas neoplasias (wialng006),
sendo que diversos mecanismos podem estkacionados a modulacdo desta
metabolica, a sabereceptores ativados por proliferadores de peroxiss¢giosizuet al.,
2006), ubiquitinacdoHastmaret al.,2009; Hallet al.,2010) evia A3K/Akt (Yamashiteet
al., 2009).0s receptores ativados por proliferadores de peroxissomos sao uma familia de
receptores nucleareBésvergneet al.,1999) que estimulam a expressao de genessds
no metédolismo e mobilizacdo deplidios (Lembergeet al., 1996; Shimizuet al., 2006)
através de enzimas como as mitocondrial e peroxissénueaoxidacaqDesvergneet al.,
1999).Uma segunda via de modulagdo envolve a ubiquitina, um peptideo que se conjuga
com proteinas alvo para degradacgéo proteossémica com o objetivo de-klgnaiterando
assim as funcdes a elas associa@aschanoveet al., 1998) Xu et al. (2005) e Xuet al.
(2006) relataram que as proteinas da familia perilipin podem ser ubiquitinadas e
posteriormente degradas por proteossomos, mostrando que essa pode ser uma via de
modulacdo pésraducional das proteinas associadas as GLs. Por ultimo, a via de
sinaliza@o intracelulaiP13K/Akt levaa sintese e acumulo nucledw fator de transcricéo
SREBRI1 (Sterol Regulatory EementBinding Proteinst) que atua a aumento de enzimas

lipogénicas e gordura (Wargf al., 2005) através da ativacdo de genes associados ao
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metabolismo de acido graxo, triglicerideos, fosfolipidios, colesterol e um cofatoséagoes
para producdo destas moléculas, o NADPH (Brawral., 1997; Hortonet al., 1999;
Edwardset al.,2000; Sakakurat al.,2001).

O presente estudo mostrou uma freqigge 57% de GLs em carcinomas de
glandulas salivares, embora ela seja variavel nos diversos subtipos histopadolBigi
maioria deles, a GLs foram observadas em um padréao fecal ( H GDV FpOXODYV
examinadas Isto esta de acordo comestudo détraubet al. (2010 que descreve quee
formacdo deGLs representa um mecanismo comum em células neoplasicas, sendo que o
namero, localizagdo e tamanho dessas organelas intracitoplasmaticas varia enegliferen
neoplasiasPortanto, acreditamos que a expées aumentada de adipophilin em nosso
estudo representa um aumento da lipogénese em alguns casos e diferenciacdo celular em
outros. O aumento da lipogénese, a semelhanca do bem conhecido fenbmeno do aumento
da glicolise aerdbica nas células cancerosas, possivelmente representa umaoadaptaca
destas células a uma maior demanda metabdlica e energética.

Straubet al(2010) mostrarangue a intensidade de marcacédo do adipophilin
correlacionavae positivamente corproliferacédo celular em carcinomas de magnao
processo de hepatocarcinogénese. Nestes tumadgsophilin recobria pequenasGLs
(microgotas) citoplasmaticas. As microgot geradas e liberadas rapidameséndo
gue estasmicro-GLs sdorequeridas pocélulas neoplasicas em divis@§Btraubet al.,

2010) devido a necessidade de biossintese de membranas e outras macromoléculas, como
por exemplo, acidos nucleicos e proteinas (Atshavesl., 2001). Em nosso estudo, a
correlacdo entre proliferacdo celularGés foi estudada através da comparacdo eatre
marcacao para K67 e adipophilin, mostrando que os casos com maior indice proliferativo
apresentaram um total de casos positivos para adipophilin igual ou maior que 50% (CDS:
Ki-67 = 23,11%, adipophilin = 75%; CSeb:-&7 = 29%, adipophilin = 50%)Estes

achados sugerem que a maior proliferacao celular nesses tumores foi pesde/eim

fator importante para o acimulo de GLs, refletindo o aumento da lipogénese como forma
de suprimento de nutrientes.

Entretanto, as GLs também podem eatmociadas aléimentos intermediarios

e vimentina (Franket al., 1987; Traubet al., 1987), desempenhandanc¢bes que né&o
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refletem necessariamente demanda metabdlica/energética. Os filamentos iatersedi
aparentemente estao envolvidos na deposigéopvere movimentacao d&Ls (Frankeet

al., 1987). O carcinoma mioepitelial € uma neoplasia que pode apresentar uma quantidade
acentuadade filamentos intermediariofDardick, 198%, o que poderia justificar a alta
frequéncia de GLs que detectamos nestes tumore84&®8 casos).

O acumulo deGLs citoplasméticas, além de ter implicagdo potencial nos
mecanismos de proliferacdo, também pode estar associado a diferenciacéo celiglyr (Ac
et al.,, 2008). Por exemplo, em tumores adipogénicos, hepatocelulares e sebaceos, a
expressdo de perilipin foi relacionada a diferenciacdo celular ao invés dgdendt
metabdlico (Strauket al., 2010). Em glandulas salivares é possivel que a expressao de
adipophiln nos casos de MASC e no CSeb esteja associada a diferenciacdo celular. N
nossa seérie de carcinomastes dois tipos de tumores foram os Unicos que apresentaram
depdsito de grandes gotas citoplasmaticas, em contraste aos outros tumoressnos quai
adipophlin recobria microgotas. No CSeb, as grandes GLs representam dégémn do
tipo sebdcito, que quando maduros contém grande quantidade de lipideos formando o sebo.
Nos casos de MASC, acreditamos que o acumulo de GLs observado em 100% dos casos é
devido principalmente a diferenciacdo lactaciolie, visto que o indice proliferativo
destes tumores foi baixo. No epitélio alveolar mamario, a formag¢éo de GLs é um sinal
precoce de lactogénese e o aumento acentuado do tamanho das GLs é considerado uma
altera@o histologica marcante do comeco da lactacdo (Andetsah, 2007; Petersoet
al., 2001). As gotas de gordura do leite sdo recobertas por uma membrana complexa, sendo
gue adipophilin € um de seus componentes principais (€ealo, 2010; PriceSchiaviet
al., 1998).

Quanto a expressdo dos marcadostadonados ao mecanismo secretorio, a
expressdo forte e difusa de STAT5a detectlatodosos nossos casos de MASC e
naquelegescritos na série de Skalostial. (2010) corrobora com nossa hipétese sabr
diferenciacéo lactacional like destes tumores. Em camundongos, STAT5a é importante
para a lactogénegPetersoret al.,2001). Esta proteina € responsavel pela transcricdo de
uma variedade de proteinas reguladoras de diferenciacdo e pode serpativdivarsas

citocinas e hormonios (Straustkal.,2006). Na nossa série de carcinomas, apenas 0S casos
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de MASC apresentaram superexpressao de STAT5a em todos 0s casos. Nos oudi®s tipos
carcinomas salivares tal superexpressao foi ocasionalmente observada.

A mamoglobina € uma proteina secretora que estd superexpressa em
carcinomas mamarios e alguns outros tumores, tais como, carcinomas endometriais
salivares e de glandulas sudoriparas (Bhargaah,2007; Heizmanmt al.,2002; Skalova
et al., 2010).Em relagdo aos tumores salivares, a mamoglobina tem sido estudada apenas
em pequenas seéries de lesdes benignas e malignas (Bhetrghy2007; Heizmanret al.,

2002). Na nossa seérie de carcinomas salivares, a mamoglobina foi observada
predominantementaos casos de MASC, sendo rara e muito focal nos outros tumores,
reforcando a sua importancia para o diagnéstico de MAS@ld&ket al.,2010). Apesar

disso, mesmo que a mamoglobina esteja relacionada a mecanismos celula@sosecret

sua expressao ndo parece esta relacionada estritamente a diferenciacao lddtaecionial

a expressdo desta proteina pode ser vista em outros tipos de carcinomas, como por
exemplo, dentro de secrec¢des glandulares nos carcinomas endometriaiav@éaed.,

2007).

Alguns de nossos casos estudados apresentaaasfiormacdo para alto grau
E um raro fendmeno descrito em uma diversidade de neoplagjEndalas salivares. Esta
transformacdo € caracterizada pela justaposicdo de areas convencionais deadketermi
neoplasia com areas apresentando morfologia de adenocarcinoma pobremerteiatifo
ou carcinoma indiferenciado. Em geral, o componente degafiu apresentse sob a
forma de solidos ninhos de células com abundante citoplasma, ndcleo vesicular e nucléolo
bem evidentgNagaoet al., 2003)O perfil imunohistoquimico de uma lesédo de alto grau
pode ser avaliadpor diversos marcadores, dentre el€s67 (Kusafukaet al., 2008),

Ciclina D1(Seethalaet al.,2007), pRB (Nagaet al.,2003), Ecaderina (Malhotrat al.,

2009), Bcl2 (Simpsonet al., 2002), bcatenina (Skalovéaet al., 2009), GLUT 1
(Kawamuraet al.,2001), p53 (Fonsecat al.,2000).Segundo Costat al(2011) o Ki-67 é

0 Unico destes marcadores que pode ser visto claramente mais expressado nas areas com
transformacdo para alto grau, de modo que a melhor maneira de secateatifirea
transformada seria uma associacdo compreendagpectos morfologicos e proliferacéo

celularavaliada por imunohistoquimic8eis casos de CACs com transformacéo para alto
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grau foram avaliados, sendo que as areas convencionais apresentaram metade dos casos
com uma positividade focal (+) para o adipophd a outra metade foi negativa. Nas areas
transformadas 16,6% e 83,3% dos casos apresentaram positividade focal (+) @ #)fusa
respectivamente. Acreditamos que a maior atividade proliferativa reflita no @unheen
lipogénese da area transformada-@iesqio = 46,88%) em relacdo a areas convencionais
(Ki-67 medio = 14,65%).

Anti-inflamatorios ndo esteroidais e inibidoresfaiy acid synthaséFAS)
podem exercer um papel anticarcinogénico através da inibicdo da produg@bsde
afetando a proliferacdo tumoral. Entretanto, o mecanismo envolvido na inibicdo da
biogénese das GLs ainda néo esta bem esclarecido (Aetialy2008) Acreditamos que
a avaliacdo d&Ls em tecidos humanos poderia ser utilizada como um alvo tei@péut
para o tratamento de canc&o entantomais estudos sdo necessan@sa estabelecer

aplicacao terapéutica
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7 CONCLUSOES

7.1 A presenca de gotas lipidicas € comum em carcinomas de glandulas salivares,
sendo que o numero, localizacdo e tamanho destas organelas intracitoplasméiess var
diferentes subtipos histopatolégicos.

7.2 O acumulo de gotas lipidicas ndo esta necessariamente associada acalto indi
proliferativo. A alta lipogénese em carcinoma de células acinares (bwmobaixo indice
proliferativo), sugere que este fenOmeno pode refletir uma alteracdo do metabol
possivelmente relacionada a uma diferenciacémtal.

7.3 Em carcinomas adenodides cisticos com transformacdo para alto grau a
guantidade de gotas lgicas intracitopdsmaticas nas areas tsfmrmadas provavelmente
reflete um aumento da necessidade metabdlica relacionada com aumento da proliferacéo
tumoral.

7.4 A presega de grandes gotas lipidicas observadas nasos de carcinoma
secretor analogo da mama possivelmente é uma diferenciacdo secretoria tipo lactacional,
gue expica a imunoreatividade em forma deacregotas ao adipophilin, além da forte
positividade a STAT5a enamoglobina.A expressédo ocasional e usualmente fraca de

STAT5a e mamglobina nos outros carcinomas salivares corrobora com essa hipotese.
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