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Resumo

O carcinoma adendide cistico (CAC) representa o tumor maligno mais comum de
glandulas salivares, sendo dotado de elevado potencial metastatico, mesmo muitos anos apos
o tratamento. A Metalotioneina (MT) é uma proteina rica em cisteina que esta superexpressa
em tumores metastaticos de mama, eséfago, intestino, Carcinoma Epidermoide bucal, dentre
outros. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os dados clinicopatol6gicos e a expressao da
MT nos casos de CAC diagnosticados no Instituto Nacional de Cancer no periodo 1996-2004,
considerando o evento metastase para agrupamento dos casos. Foi obtido um total de 49
casos, 14 primarios metastaticos (PM) e 35 primarios ndo metastaticos (PNM). Dentro do
grupo PM, havia nove casos de comportamento metastatico precoce (PMp) e cinco casos de
comportamento metastatico tardio (PMt), descobertos durante o follow-up. Para a
interpretacdo da expressdo da MT, foram estabelecidos seis escores semiquantitativos,
avaliados para cada caso a partir da selecdo de 10 campos num aumento de 4000 x, a saber: A)
compartimento celular de expressdo (1, citoplasmatica; 2, nuclear; 3, nuclear e
citoplasmatica); B) intensidade de marcacdo (1, fraca; 2, moderada; 3, forte); C) proporcdo de
células positivas (1, 1-25%; 2, 26-50%; 3, 51-75%; 4, 76-100%); D) proporcdo de nucleos
positivos em relagdo ao total de células marcadas (1, 0-25%; 2, 26-75%; 3, >75%); E) média de
todos os escores; F) Quickscore (Detre et al., 1995). Foi observado que a presente amostra
representa caracteristicas epidemioldgicas ja descritas para o CAC. Com relagdo ao
comportamento metastatico, houve um predominio de tumores maiores no grupo PM (p =
0,048), com frequente acometimento de glandulas salivares maiores (p = 0,024) e predominio
de padrao histologico solido (p = 0,096). Quanto a expressao da MT, foram observadas médias
semelhantes dentre os grupos PM e PNM, porém todos os escores baixos pertenceram ao
grupo PNM, enquanto os maiores ao grupo PM. Diferenca estatisticamente significante entre
PM e PNM foi observada apenas pelo Quickscore (p = 0,044). Observou-se ainda, que todos 0s
escores mais elevados de PM, referiram-se a casos PMp, enquanto valores baixos estiveram
restritos a PMt. A sobrevida foi significativamente reduzida para PM (p = 0,001), sendo que 0s
Obitos deste grupo, concentraram-se nos tumores PMp (90%). Os presentes achados permitem
concluir que a MT pode ser um marcador promissor de progndstico para o CAC, possivelmente
por associagdo com o0 comportamento metastatico do CAC, principalmente quando

considerado o comportamento metastatico precoce, imediato e agressivo.
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Abstract

The Adenoid Cystic Carcinoma (ACC) represents the most common malighant salivary
gland tumor. It has high metastatic potential, even after many years of follow-up. The
Metallothionein (MT) is a cistein rich protein overexpressed in several tumors, including
mamary, oesophagic, intestinal and oral squamous cell carcinoma. The objective of this work
was to evaluate the clinico-pathologic data and the expression profile of MT among ACC
diagnosed at INCA (1996-2004), considering the metastatic event to group all of the cases.
There were 49 cases: 14 primary metastatic (PM) and 35 non-metastatic (PNM). Inside PM,
there were 9 precociously metastatic and 5 lately metastatic. To evaluate MT expression, Six
parameters were created: A) Cell compartment of expression (1, cytoplasm; 2, nuclear; 3,
nuclear and cytoplasm); B) Intensity of stain (1, weak; 2, moderate; 3, Strong); C) proportion of
positivity (1, 1-25%; 2, 26-50%; 3, 51-75%; 4, 76-100%); D) proportion nuclear positivity among
stained cells (1, 0-25%; 2, 26-75%; 3, >75%); E) General mean of scores; F) Quickscore (Detre et
al., 1995). It was observed in our sample the same epidemiological characteristics found
among the already published series of ACC. Regarding metastatic event, there was a
predomination of larger tumors among PM (p = 0,048), often involving major salivary glands (p
= 0,024) and arranged in solid pattern (p = 0,096). With regard to MT expression, it was
observed similar scores among PM and PNM, although all higher scores were found among PM
and all lower scores were found among PNM. Statistically significant difference was only
obtained using the Quickscore (p = 0,044). All higher scores from PM were seen among
precociously metastatic tumors. Inversely, the lower scores were seen among lately metastatic
PM tumors. The survival rate was shorter for PM (p = 0,001), and the majority of dead cases
was seen among precociously metastatic tumors (90%). The present findings allow concluding
MT as a promissory marker of prognosis, specially associated with metastasis, and mainly for

precociously metastasis.
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1. Introducao

O carcinoma adenoide cistico (CAC) tem sido relatado como o tumor maligno
mais comum de glandulas salivares por diversos estudos epidemiolégicos, algumas
vezes sendo apenas menos frequente que o Carcinoma Mucoepiderméide. Trata-se de
um tumor agressivo e recidivante que possui alto potencial metastatico, mesmo ap6s
muitos anos de acompanhamento. Fatores como a idade, estagio clinico, subtipo
histol6gico, e acometimento metastatico, sdo fatores utilizados na determinacdo do
progndstico do mesmo. N&o obstante, ainda persistem dificuldades quanto a utilizacéo
destes marcadores, tendo em vista 0s resultados variaveis quanto a sua eficacia na
predicdo do comportamento bioldgico tumoral. Neste sentido, maior atencdo tem sido
dada na busca de marcadores moleculares que possam suprir estas lacunas, procurando
favorecer de uma forma mais precisa a determinacéo do progndstico.

A Metalotioneina (MT) é uma proteina rica em cisteina associada a
neutralizacdo intracelular de compostos toxicos, em especial a metais pesados e radicais
livres, e, principalmente, ao controle da disponibilidade e distribui¢éo intracelular de
zinco. Tais caracteristicas tornam possivel sua atuagdo numa série de processos
celulares, incluindo o funcionamento de enzimas e horménios envolvidos na
multiplicacdo e desenvolvimento celular. Diversos trabalhos associam sua
superexpressdo a um comportamento mais agressivo de células tumorais. Existe
evidéncia de que a MT possa estar associada & perda da diferenciacdo tumoral do CAC.
Desta forma, o presente trabalho aprofunda estas observagdes, procurando investigar o
valor discriminador da expressdo da MT em casos de CAC de comportamento bioldgico

distinto.
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2. Revisao de Literatura
2.1 Carcinoma Adendide Cistico

O carcinoma adendide cistico (CAC) foi inicialmente descrito por Billroth em 1856
com o termo cilindroma. Atualmente, o termo cilindroma designa um tumor de anexos
cutdneos que tem apresentacdo clinica e progndstico marcadamente diferentes do visto
para CAC (NEVILLE et al., 2004). Autores como Conley e Dingman (1974) j& descreviam
o CAC como um dos tumores mais imprevisiveis e biologicamente destrutivos de cabeca e
pescoco (CONLEY e DINGMAN, 1974). No entanto, durante um longo periodo, seu
potencial de malignidade foi subestimado devido aquele aspecto histoldgico aparentemente
indolente e ao sucesso em curto prazo dos tratamentos (KOKEMUELLER et al., 2004).
Trata-se de um tumor basaloide, constituido por grupos de células que, em termos gerais,
ora apresentam fenotipo epitelial ora apresentam fenotipo mioepitelial. Os padrdes
morfoldgicos sdo variados, incluindo tipo tubular, cribriforme e solido. A doenga
geralmente progride ao longo dos anos com um potencial metastatico tardio e um curso

clinico apds os 10 anos que quase sempre culmina em 6bito (BARNES et al., 2005).

O CAC situa-se entre os quatro tumores malignos mais comuns de glandulas
salivares, compreendendo cerca de 1% de todos os tumores malignos da regido oral e
maxilofacial, e cerca de 22% de todos os tumores malignos das glandulas salivares maiores
e menores (KOKEMUELLER et al., 2004; ENEROTH, 1971; SPIRO, 1986; ITO et al.,
2005; TIAN et al., 2010). Acomete com maior frequéncia glandulas salivares menores, ndo
havendo discordancia quanto & maior prevaléncia de envolvimento de glandulas menores
palatinas (LOYOLA et al., 1995; BUCHNER et al., 2007; KO et al., 2007; PEREZ et al.,

2006). N&o ha o mesmo consenso com relacdo ao seu acometimento em glandulas maiores,
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havendo relatos de maior incidéncia em pardtida (KHAN et al., 2001), outros de maior
incidéncia em submandibular (EVESON e CAWSON, 1985; KO et al., 2007), e, ainda,

aqueles mostrando incidéncia igual entre as glandulas (BOUKHERIS et al., 2009).

O CAC mostra predilecdo por pacientes na quinta e sexta décadas de vida
(BUCHNER et al., 2007; LOYOLA et al., 1995), sendo a predile¢cdo entre 0s géneros
controversa (BUCHNER et al., 2007; KO et al., 2007; BOUKHERIS et al., 2009;
KOKEMUELLER et al., 2004; PEREZ et al., 2006). Queixas de dor e desconforto ndo sao
incomuns, sendo muitas vezes atribuidas ao comportamento invasivo do tumor. As células
tendem a invadir e disseminar perifericamente aos fasciculos nervosos. Os tumores tendem
a crescer lentamente, mimetizando comportamento clinico indolente, o que pode acabar
gerando longos periodos prévios aos procedimentos visando o diagnéstico (ELLIS et al.,

1991; COHEN et al., 2004).

Metéstases tardias e recorréncias locais sdo frequentes. Alguns estudos demonstram
que essa lesdo tem um potencial para desenvolver metastases a distancia desde as fases
precoces do desenvolvimento tumoral (WAHLBERG et al., 2002; KOKEMUELLER et al.
2004; GARDEN et al., 1995). Segundo Guzzo et al (2010), as metastases direcionam-se
preferencialmente para pulmdes (80%), 0ssos (15%), figado e outros sitios (5%), podendo
surgir até mesmo depois de 20 anos apds a ressec¢do do tumor primario, o que representa a

principal causa de falhas no tratamento (GUZZO et al., 2010).

A sobrevida em cinco anos para o CAC é relativamente alta, porém cai
consideravelmente ap6s 10 a 20 anos. Em uma série de tumores submandibulares, a
sobrevida global foi de 76,4% aos trés anos, caindo de 70% para 37% apds cinco e dez
anos, respectivamente (COHEN et al., 2004). Outros autores mostraram queda de 20% na

sobrevida comparando o periodo de 5 anos com o de 10 anos (PEREZ et al., 2006).
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2.1.1 Caracteristicas histopatoldgicas

O CAC caracteriza-se histologicamente pela proliferacdo de células neoplasicas em
dois fendtipos. As de fenotipo ductal (epitelial) sdo morfologicamente cuboidais ou
colunares, apresentando moderada quantia de citoplasma eosinofilico, nicleo arredondado
vesicular, e nuceolo pequeno ou indistinto. Adicionalmente, participam também
quantidades variaveis de células cancerosas de fen6tipo mioepitelial, morfologicamente
menores, de nucleo hipercromatico e angulado ou poligonal (BARNES et al. 2005;
CHHIENG e PAULINO, 2002; SHIBUYA et al., 1999; PRASAD et al., 2007). As células
podem se arranjar em trés padrdes distintos de organizacdo: tubular, cribriforme e solido.
Entretanto, os trés subtipos podem coexistir no mesmo tumor. Neste caso, o diagndstico do

tumor é dado pela predominancia de um dos subtipos (BARNES et al., 2005).

O padréo tubular é o mais encontrado dentre os subtipos. E considerado o padrio
histolégico em melhor estado de diferenciagdo, pois o arranjo das células simula aquele
visto no tecidual normal, onde células de fenétipo ductal formam a camada luminal
(interna) e células de fendtipo mioepitelial formam a camada abluminal (externa) (KO et

al., 2007).

A variante cribriforme é constituida por ilhotas ou verdadeiros lengois tumorais que
apresentam formacgBes pseudocisticas em seu interior, frequentemente delineadas por
células achatadas de fendtipo mioepitelial, e preenchidos por matriz basofilica mucdide,
que é composta por fibras colagenas, elastina e glicosaminoglicanas de origem tumoral.
(FREITAS et al., 2004; SHIBUYA et al., 1999). Estruturas ductais preservadas podem ser

vistas no interior das ilhotas.

O padrdo solido é caracterizado pela formacdo de massas celulares agregadas,

formando ilhotas e leng6is tumorais sem a formacéo tubular ou pseudocistica. Apesar
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disto, algumas vezes ainda € possivel o reconhecimento de formagdes ductais permeando a
massa celular sélida, que podem inclusive mimetizar pseudocistos quando estdo dilatadas.
Neste padrdo, as células neoplasicas parecem perder a polaridade, adquirindo formato
irregular e estreito, sendo aderidas umas as outras através de superficies lisas ou através de
numerosos processos citoplasmaticos finos. Existem alguns desmossomos, porém
dispostos de forma irregular (DARDICK, 1996; BARNES et al., 2005; SHIBUYA et al.,
1999). Este subtipo esta frequentemente relacionado a um progndstico pior quando
comparado com tubulares e cribriformes (KO et al., 2007, PEREZ et al., 2006;
KOKEMUELLER et al., 2004). Neste sentido, alguns autores acreditam que 0s tumores
podem ser classificados em sélidos e “ndo-solidos™ (tubulares e cribriformes) quando do

estabelecimento do prognéstico (FORDICE et al., 1999).

A invasdo perineural é um achado histolégico comum, sendo considerada uma
possivel via de disseminacdo das células tumorais (BARRETT e SPEIGHT, 2009; KO et
al., 2007). Entretanto, o seu valor prognostico tem sido questionado (GARDEN et al.,
1995; BARRETT e SPEIGHT, 2009; KO et al., 2007; PEREZ et al., 2006). De acordo
com a revisdo de BARRETT e SPEIGHT (2009), o envolvimento perineural acontece wm

22% a 46% dos CAC, sendo este em nivel macro ou microscépico.
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2.1.2 Metéastases

Ha um consenso geral de que o sitio metastatico mais comum seja o pulméo,
embora cérebro, o0ssos, figado e rins também possam ser acometidos (KO et al., 2007;
PEREZ et al., 2006; SPIRO, 1997). FORDICE et al. (1999) afirmam que o curso da
doenca é usualmente fulminante quando as metastases ocorrem nos 0ssos, especialmente
na coluna vertebral. SUNG et al. (2003) compartilham esta teoria ao observar que 0s
pacientes com envolvimento &ésseo com ou sem metastase pulmonar tiveram um
prognostico pior do que aqueles com metastases restritas ao pulmao. As metéastases 6sseas

podem ser encontradas em vértebras, costelas e 0ssos pélvicos (SUNG et al., 2003).

De acordo com a OMS, a incidéncia de metéstase regional varia de 5% a 25%, e a
de metéstase a distancia de 25 a 55% (BARNES et al., 2005). Embora os casos possam
apresentar uma sobrevida global de 12,8 anos, esta contagem de tempo decai para 4,9 anos
apds o descobrimento de metastase (KHAN et al., 2001; KO et al., 2007). O tempo de
descoberta das metéstases gira em torno de 30 meses ap6s a intervencéo inicial, podendo
ser evidenciadas dentre 1 a 109 meses apds a terapia inicial (COHEN et al., 2004; KO et
al., 2007; PEREZ et al., 2006). Finalmente, como ja mencionado, as metastases podem

surgir até 20 anos apds o tratamento da doenga priméaria (KOKEMUELLER et al., 2004).

O tamanho da lesdo pode influenciar o comportamento metastéatico. Até 67% dos
casos de tamanho tumoral avancado® (T3 e T4) desenvolvem metéstases, enquanto que nos
casos de doenca inicial (T1 e T2) as metéstases acontecem em 31% (COHEN et al., 2004).
Neste sentido, um cut-off de 3cm para o tamanho clinico tumoral também pode ser
utilizado, determinando que tumores acima deste valor possuam risco significativamente

maior de desprendimento metastatico (SPIRO, 1997; KO et al., 2007). Outros dados como

! Vide classificagio TNM dos tumores de glandulas salivares em ANEXOS.
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género, sexo e local de origem ou duracdo de sintomas ndo parecem predispor & metéstase

(SPIRO, 1997).

Considerando aspectos histologicos, é digna de nota a identificacdo do subtipo
histolégico predominante na predigdo do comportamento metastatico, sendo que as
variantes solidas tém maior propensdo para emissdo de metéstases (SPIRO, 1997). Uma
maior incidéncia de invasdo perineural também pode relacionar-se a este comportamento
(COHEN et al., 2004; KO et al. 2007), porém este padrdo ndo é reproduzido em muitas

outras séries (SUNG et al., 2003; KHAN et al., 2001; TERHAARD et al., 2004).

2.1.3 Tratamento

A maioria dos autores concorda que o CAC é radiossensivel e ndo radiocuravel,
sendo atualmente a ressec¢do cirurgica seguida por radioterapia o tratamento de escolha,
principalmente em casos com invasdo perineural, margens cirurgicas positivas, tumores T2
ou maiores, e metastases regionais (COHEN et al., 2004; GARDEN et., 1995). A
quimioterapia também pode ser usada contiguamente com a radioterapia, o que se
denomina quimio-radioterapia, onde a cisplatina (100 mg/m2) é administrada por via
endovenosa durante as trés semanas de radioterapia (KO et al., 2007). O valor da
quimioterapia adjuvante ap6s a cirurgia ainda ndo foi sistematicamente explorado

(ALEXANDER, 1996)

Embora a radioterapia po6s-operatoria minore os indices de recidiva, o risco de
morte ndo foi reduzido em muitos estudos, principalmente pelo fato de que muitos
pacientes ja apresentam metastases ocultas desde etapas iniciais, e que permanecerdo sem

tratamento até que esta metéastase encontre uma condicdo ecoldgica favoravel para atingir
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significancia clinica (COHEN et al., 2004; SUR et al., 1997). A raridade de metéstases
para os linfonodos levou a crer que a dissec¢do radical dos nédulos linfaticos €
desnecessaria. Apesar disto, sabe-se que 0 prognéstico para 0s casos com metastase
regional é significativamente menor (KO et al., 2007). Finalmente, o aparecimento de
metéstases é imprevisivel, podendo desenvolver-se mesmo sobre as melhores condigdes
disponiveis de controle local e regional da doenca, o que implica na realizacdo de exames

periddicos por toda a vida do paciente (KOKEMUELLER et al., 2004; SPIRO, 1997).
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2.2 Metalotioneina

A histdria cientifica da Metalotioneina (MT) iniciou-se h mais de 50 anos, quando
em forma de resumo, um estudo utilizando 6rgaos humanos revelou a presenca de cadmio
(Cd) em tecidos e fluidos corporais. Os estudos tentavam explicar se o Cd estaria ligado a
uma macromolécula e assim possuiria uma fungéo fisioldgica, ou se aquilo representava
uma intoxicacdo (NORDBERG, 1998). Mais adiante, MARGOSHES (1957) descreveu em
maiores detalhes que a presenca de Cd nos tecidos renais equinos se dava de forma
conjugada a uma proteina (MARGOSHES e VALLEE, 1957). Entretanto, apenas em 1960
esta proteina ligante de Cd foi novamente isolada por KAGI e VALLEE a partir de cinco
tecidos renais equinos, sendo designada pela primeira vez por Metalotioneina. Tal
nomenclatura deu-se devido ao seu conteddo extremamente alto de enxofre (4.1% g™ de
peso seco), Cd (2,9%) e Zn (0,6%) (NORDBERG, 1998). O conjunto de enxofre e metais
colabora para 20% do peso molecular da proteina que é de 6-7 KDa (NORDBERG e

NORDHERG, 2009).

A MT também possui composi¢do peculiar de aminoécidos, ndo contendo
usualmente aminoacidos aromaticos e nao apresentando, ou possuindo apenas um,
aminoacido de histidina (THIRUMOORTHY et al., 2007; THEOCHARIS et al., 2004).
Além disso, possui alto conteddo de cisteina (20 dos 61-68 aminoécidos de sua
composicao), e auséncia de ligagcbes dissulfito, sendo considerada termoestavel
(NORDBERG & NORDHERG, 2009) (Tabela 1). Assim, etimologicamente, o prefixo
“metalo” retrata a afinidade da proteina por ligagdes metélicas e o radical “tio” a sua
riqueza em grupamentos tiol (também designados grupos mercaptano ou grupos sulfidrila),

que sdo estruturas constituidas por hidrogénio e enxofre (-SH).
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Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas da MT (adaptado de Nordberg et al 1998).

1. Peso molecular 6000-7000, 61-68 aminoacidos;

o

aa: 20 cisteinas (30%), N-acetilmetionina, C-alanina, sem aromaéticos, sem
histidina;

sequéncia Unica de aa;

Contetdo metéalico: Cd, Zn, Cu, Hg;

Absorcdo a 250nm (Cd), 225nm (Zn), 275nm (Cu), 300 nm (Hg);
Sintese induzida por Cd e Zn;

Sem ligagdes dissulfito

Estabilidade térmica

© © N o o > w

Localizagéo citoplasmética

10. Existéncia de quatro isoformas: MT-1, MT-2, MT-3 e MT-4
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As MTs séo codificadas em humanos pela familia dos genes localizados no brago
longo do cromossomo 16q13, determinando diferentes isoformas. Todos 0s organismos
mamiferos expressam pelo menos os tipos MT-1, MT-2, MT-3 e MT-4. A MT-1 possui
como genes funcionais 0 MT-1-A, -B, -E, -F, -G, -H, e —X, enquanto os genes MT-1C, -D,
I, -J, -K e -L s&o considerados ndo-funcionais. Para as outras isoformas, tem-se apenas um
gene, a saber: MT-2A, MT-3 e MT-4, que codificam as isoformas MT-2, MT-3, e MT-4,
respectivamente (THEOCHARIS et al., 2004; CHERIAN et al., 2003). A heterogeneidade
das isoformas resulta de uma acetilacdo pos-transcricional e/ou variagbes na composicdo

metélica (COYLE et al., 2002).

Embora as propriedades fisico-quimicas sejam semelhantes, existem algumas
especializagdes de suas funcbes biologicas. A MT-3 é encontrada principalmente no
hipocampo, amidala e cortex (HOEY et al., 1997). Seu gene tem sido identificado em

neurdnios ricos em Zn e em astrdcitos, tornando-se superexpresso apos injuria cerebral,
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como ja demonstrado em doencas degenerativas como doenga de Alzheimer (MASTERS
etal.,, 1994; KELLY et al., 1994; HOZUMI et al., 1996). A MT-4 ainda € pouco conhecida
e parece também exercer papel diferente de MT-1 e -2 nas fungdes celulares. Sua presenca
foi descrita em epitélio estratificado da mucosa bucal, principalmente restrita as camadas
mais superficiais do epitélio, ao contrério das isoformas MT-1 e MT-2, expressas apenas
nas camadas basal e parabasal (QUAIFE et al., 1994). As MTs sdo ubiquas, porém apenas
MT-1 e MT-2 sdo altamente induziveis, sendo que os eventos que induzem MT-1 e MT-2

geralmente n&o se refletem na indugédo de MT-3 e MT-4 (HAQ et al., 2003).

Até a presente data, as isoformas MT-1 e MT-2 sdo as mais bem estudadas e
caracterizadas. S80 as que se encontram mais amplamente distribuidas pelos diferentes
sistemas organicos, além de serem as mais responsivas aos estimulos indutores de sua
expressdo. Estd naturalmente presente em maior quantidade nos tecidos sadios tais como
figado, rins, pulmdes, células epiteliais do timo, eritrocitos, e em muitas células
pancredticas exocrinas e enddcrinas Diferem-se apenas pela presenca de uma carga
negativa, sendo que a MT-1 e a MT-2 possuem 61 e 62 amino&cidos, respectivamente

(MILES et al., 2000; SIMPKINS et al., 1998; COYLE et al., 2002; HAQ et al., 2003).2

?0 presente trabalho utiliza nimeros indo-arabicos ao invés de romanos quando cita as isoformas da MT,
pois esta forma é mais aceita e esta de acordo com a designacdo oficial da base de dados da SwissProt
(http://www.uniprot.org/uniprot/P02795), MCBI (Medical Center for Biotechnology Information), e da base
de dados da Human Genome Organization.
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2.3 Fisiopatologia da MT

Fisiologicamente, os niveis celulares de MT séo baixos e aumentam em resposta a
presenca de metais pesados, estresse, horménios (glucagon, glicocorticdides), bem como
CAMP, interleucinas 1 e 6, intérferon, e fator de necrose tumoral (DAVIS e COUSINS,
2000). Os receptores metalinduzidos (MRE) s&o os principais responsaveis pela iniciacdo
da transcri¢cdo da MT, porém, o mecanismo como um todo é complexo, sendo que diversos
fatores ndo vinculados aos MREs podem estar envolvidos em conjunto ou isoladamente.
Assim, diversas formas de estresse, sendo ele trauma fisico ou até mesmo infeccao
microbiana também podem induzir MT, pois ainda existem elementos responsivos a
agentes oxidantes como H,0,, elementos responsivos a glicocorticdides e elementos
ativados por STAT (Transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo) na regido promotora

da MT (DAVIS e COUSINS, 2000).

Vérios estudos ja& demonstraram a participacdo das MTs no transporte, estoque e
distribuicdo do zinco, sendo consideradas proteinas responsaveis pelo sequestro do
mineral, quando 0 mesmo est4 presente em niveis elevados, protegendo a célula contra a
toxicidade (DUFNER-BEATTIE et al., 2003; TOM et al., 2003). O Zn é um componente
de vérias proteinas e esti envolvido em muitos aspectos do metabolismo, sendo parte
integral de aproximadamente 300 enzimas em diferentes especies de todos os filos,
indispensaveis a suas fungdes, as quais envolve o inicio e a sintese e/ou a degradacdo da
maioria dos metabolitos. O Zn estabiliza a estrutura de proteinas e &cidos nucleicos,
preserva a integridade de organelas celulares, participa em processos de transporte, e
desempenha um importante papel em fendmenos imunoldgicos (FRASSINETTI et al.,

2006).
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Em suma, os estudos mostram evidéncias do papel da MT em muitos processos
fisiopatoldgicos, incluindo homeostasia e desintoxicacdo de metais, protecdo ao dano
oxidativo, resisténcia a drogas utilizadas no tratamento oncoldgico e radioterapia,
proliferacdo celular e apoptose, e muitos outros aspectos envolvidos no processo

carcinogénico.

2.3.1 Mecanismo Antioxidante / Resisténcia Celular

Devido ao seu contetido rico em cisteina, A MT pode funcionar como um potente
inativador contra radicais livres derivados do oxigénio, tais como perdxido de hidrogénio
(H20,), superoxidos (0,-), 6xido nitrico (NO) e os radicais de hidroxila (OH"), protegendo
as macromoléculas celulares destes compostos altamente reativos que sdo constantemente
gerados in vivo por varios processos metabolicos. Uma das caracteristicas que permitem a
MT desempenhar fungdo efetiva contra os radicais livres, € a sua estrutura de dois
dominios, que permite ligagdes metalicas rapidas e eficientes, tornando a MT superior as

outras proteinas “scavengers™® (NGU, EASTON, e STILLMAN, 2008).

O controle sobre a distribuicdo e armazenamento de Zn também confere & MT um
papel antioxidante, visto que 0 Zn por si s6 possui esta fungdo. Por outro lado, esta bem
estabelecido que o Cd e outros metais pesados induzem danos oxidativos pela producéo de
radicais livres e ainda causando prejuizos na atividade de outras enzimas antioxidantes
como a superoxido desmutase, catalase e glutation peroxidase, as quais tém importante
papel antioxidante. Assim, a MT ao agir como quelante destes metais também favorece

indiretamente na protegéo contra os radicais livres (BREMNER, 1998).

¥ Do inglés, significa proteinas que agem na “limpeza”, no caso, dos radicais livres.
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Como a MT protege as células dos radicais livres, sua expressdo tem sido associada
ao insucesso de tratamentos oncoterapicos. O papel da MT na resisténcia a cisplatina é
frequentemente visto para tumores de ovério, onde pacientes com aumento de MT-1/2
anteriormente a iniciacdo da quimioterapia mostraram resposta inadequada ao tratamento,
associada a altas taxas de mortalidade (SUROWIAK et al., 2005). Adicionalmente, o
aumento da expressdo de MT em tumores de bexiga, es6fago, figado e lingua também
resultaram em aumento da resisténcia a cisplatina (THEOCHARIS et al., 2004). As
células expostas a cisplatina mostram tipicamente uma expressdo nuclear ao invés de
citoplasmatica, sugerindo a participacdo da MT na protecdo do DNA (THEOCHARIS et

al., 2004; KONDO et al., 1997).

2.3.2 Proliferagéo Celular

Tem sido proposto que altos niveis de MT podem estar presentes em tecidos que
estejam em rapido crescimento e desenvolvimento, possivelmente para fornecer Zn*™* e
Cu™" para o metabolismo de &cidos nucleicos, sintese de proteinas, e outros processos
(DAVIS e COUSINS, 2000; NORDBERG, 1998; NORDBERG e NORDHERG, 2009;
RICHARDS, 1989; VASCONCELOS et al., 2002). Estudos recentes indicam que a
expressao de MT pode ativar varias metaloenzimas e fatores de transcri¢do requeridos para
regeneracdo celular e reparo tecidual, como por exemplo: aconitase, aldolase, fosfatase
alcalina, anidrase carb6nica, colagenase, sorbitol desidrogenase, termolisina, receptores de
estrogeno, Gal4, Spl, TFIIA (POSEWITZ e WILCOX, 1995; MARET et al., 1999;
JIANG et al., 1998; HUANG et al., 2004; CHERIAN e KANG, 2006). Em linha com estes
achados, comprovou-se que a MT estimula a progressao do ciclo celular (MIYASHITA &

SATO, 2005) e ativa ciclina D (CHERIAN e KANG, 2006). Adicionalmente, a MT pode
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estimular expressdo de citocinas anti-inflamatdrias, fatores de crescimento, neutrofinas e
seus receptores, incluindo IL-10, FGF, receptor de FGF, TGF-b, receptor de TGF-b,
VEGF, NGF, NT-3-5, fator neurotrofico cerebral (BDNF), e fator neurotréfico derivado de
células gliais (GDNF) (PENKOWA, 2006). A microinjecdo de apoMT (MT livre de
metais, é 0 estagio inicial da proteina) em células hepéticas vivas mostrou que a MT €
capaz de remover 0 Zn das proteinas com dedos de Zn ligadas ao DNA, de Sp1, do fator de
transcricdo 1A e da proteina p53 (ZENG et al., 1991). Estes dados sugerem que uma
superexpressdo persistente de apo-MT pode promover crescimento acelerado e

sobrevivéncia celular (JASANI e SCHMID, 1997).

Suporta as hip6teses da MT como promotora de proliferacdo, o fato de que terapia
com oligonucleotideos especificos contra o gene da MT causa paralisa¢do do crescimento
celular e induz apoptose em células ductais de carcinoma mamario (ABDEL-MAGEED e
AGRAWAL, 1997). Seu papel na promogdo de crescimento e multiplicacdo celular é
frequentemente acompanhado por sua translocacdo intracelular do citoplasma para o
nacleo, fato que tem sido observado em tecidos com alta atividade proliferativa, como ja
demonstrado em varias linhagens tumorais (CHERIAN E APOSTOLOVA, 2000;
DUTSCH-WICHEREK et al., 2008). Considera-se que a MT seja uma proteina
citoplasmética em tecidos adultos ou células em repouso (GO0), enquanto sua localizagdo
nuclear é detectada em células no periodo fetal/neo-natal (CHAN e CHERIAN, 1993;
CHERIAN et al., 2003). Durante a fase GO e a fase G1, detecta-se a MT situada
principalmente no citoplasma, enquanto durante a fase S e a G2, sua expressdo nuclear
torna-se evidente (MILES et al., 2000; COYLE et al., 2002; SATO e KONKOH, 2002;
THEOCHARIS et al., 2004; CHERIAN e KANG, 2006). Ao final de G2 e inicio de M, a
MT tende a retornar ao compartimento citoplasmatico (COYLE et al., 2002; SATO e

KONKOH, 2002).
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2.3.3 Apoptose

Muitos estudos apontam o papel da MT como reguladora de apoptose por meio de
interacdo com a p53 (SHIMODA et al., 2003; MEPLAN et al., 2000; BUTLER E LOH,
2003; RAINWATER, 1995; CARDOSO et al., 2009). A proteina p53 € uma proteina
nuclear que desencadeia estimulo apoptético a partir de ativacdo de p21. Em diferentes
tipos de tumores, a proteina p53 tem sido identificada com niveis elevados, todavia
mutada. Desta forma, ndo participa da regulacdo funcional por meio de sua atividade pro-

apoptotica (ALSAFADI et al., 2009; ADHIKARI e IWAKUMA, 2009).

Estudos in vitro mostraram que a MT pode modular a conformacgéo da p53 por sua
atividade quelante de zinco, propiciada gragas aos seus radicais tiol (MEPLAN et al.,
2000). A p53 possui um dominio ligante de DNA que é estabilizado por um ion de Zn, o
qual é necessario para uma configuragdo funcional ativa da p53 nativa. A MT neste caso
age quelando 0 Zn da p53, o0 que leva ao rompimento da arquitetura no dominio ligante de
DNA da p53, induzindo & adogdo de um fendtipo imunoldgico idéntico aquele de muitas
formas mutadas da p53 (BUTLER E LOH, 2003; RAINWATER, 1995). Células tumorais
desprovidas do gene da MT sdo significativamente mais sensiveis ao estimulo apoptdtico,
possuindo uma quantia trés a quatro vezes maior de p53 funcional do que as células in
natura (KONDO et al, 1997). Em imunohistoquimica, uma localizag¢do
predominantemente citoplasmatica de MT esté associada a baixo indice de marcagdo para
p53, enquanto uma marcacgdo nuclear restrita de MT esteve associada a casos positivos
para p53 (CARDOSO et al., 2009). Este achado sugere que a MT apenas exerce este papel

quando translocada para o nucleo.

A MT também tem sido implicada na modulagdo da apoptose através da inibicao de

outras proteinas pro-apoptéticas como a caspase 1 e caspase 3, bem como inibindo o
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escape do citocromo ¢ da mitocondria (PEDERSEN et al., 2009; MILES et al., 2000;
PENKOWA, 2006). Uma reducgdo significante da ativacdo de caspase 3, inibicdo de
escape do citocromo c e clivagem do DNA é observado em camundongos transgénicos
com superexpressdo de MT-1 em comparagdo aos selvagens (CAI et al., 2006). Estudos
tém demonstrado ainda que a inibi¢cdo de MT-2 resulta em uma queda dose-dependente de
Bcl-2 e c-myc, seguindo-se para um aumento na taxa de apoptose em carcinomas de

prostata e ovario (TEKUR e HO, 2002; THEOCHARIS et al., 2004).

2.3.4 Angiogenese

A presenca de vasos sanguineos é fundamental para o suprimento celular tanto em
tecidos normais como em tecidos tumorais (BRAHIMI-HORN et al., 2007). O aumento de
MT tem sido implicado no aumento da sintese de novo e expressdo aumentada de
numerosos fatores de crescimento implicados no processo angiogénico, incluindo FGF,
TGFb, e VEGF (NIELSEN et al., 2007; PENKOWA, 2006). A relagéo entre o aumento de
MT e a progressdao tumoral por meio da angiogénese € suportada pelo estudo de
MIYASHITA e SATO (2005), os quais mostraram que a MT-1 est4 expressa em células
endoteliais na mesma regido em que ocorre a angiogénese in vivo, e que a desregulacéo de
MT-1 na célula endotelial inibe a proliferacdo, migracdo, e formacao de rede in vitro, bem
como a angiogénese in vivo. A desregulacdo da MT-1 também causa paralisagdo do ciclo

celular em fase G1 nas células endoteliais (MIYASHITA e SATO, 2005).
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2.4 Expressdo da MT em Neoplasias

O padrdo de marcacdo da MT nos diversos tumores humanos dependerd da origem
tecidual, do tipo tumoral, do tipo histoldgico, da heterogeneidade morfoldgica, do padréo
de diferenciacdo e ainda podendo ser influenciada pelo estdgio de crescimento. A Tabela 2
representa uma visdo geral da relevancia da MT enquanto marcadora de prognéstico em
tumores de 6rgdos compostos por tecidos com origem embrionaria e fungdes diversas.
Uma atencdo especial serd dada aos tumores das glandulas mamérias no presente estudo,
pois possuem constituicdo e funcdo semelhante as das glandulas salivares, considerando
também a escassez de estudos sobre a expressdo da MT em glandulas salivares e

neoplasias delas derivadas.
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Tabela 2. Expressdo de MT nos diversos tecidos normais em humanos e nos tumores deles

derivados.

Origem Expressdo da MT Associagdo com prognostico Referéncias
Glandulas 0 Aumentada Pior grau histolégico; apoptose (ALVES et al., 2007;
Salivares e Células mioepiteliais e basais SUNARDHI-

WIDYAPUTRA etal.,
1995)
Mama 0 Aumentada Pior grau histolégico e nuclear; estagio
e Células mioepiteliais e basais clinico avancado, proliferacéo celular, (YAP et al., 2009; JIN et
carcinogénese, metastase linfonodal, pior al., 2001)
prognostico
Mucosa oral 0 Aumentada Alta proliferacéo celular, pior sobrevida
. - ' (CARDOSO et al., 2009;
e Camada basal e parabasal e metéstase linfonodal LEE et al,, 2008)
Esofago o0 Aumentada Pior estagio clinico, metastase regional e (HISHIKAWA et al.,

e Topografia ndo mencionada nos a distancia, pior sobrevida, resisténcia a 1999; DUTSCH-

trabalhos cisplatina WICHEREK et al., 2008)
Estdmago o Controversa Importante na carcinogénese,

e células epiteliais do antro e corpo proliferacéo celular, estagio clinico )
de forma difusa, e em regides das avancado, (J'cl‘ H’SASI\IIE I’\:ete talal zgggo
fossetas ou foveas géstricas N )

Mucosa o Controversa Alto grau histolégico, pior sobrevida, .

lintestinal/ e Enterdcitos metéstase regional e a distancia (JANLSISeItEZII etze(l)l(.),SZOOO,

colorretal " )

Nasofaringe/ o Aumentada Proliferagdo celular, carcinogénese,

Laringe e camada basal e nos centros estagio clinico avangado (JAYASURYA et al.,
germinativos associados 2000)

Tiredide (.) ilpr:rggzlr?:s células foliculares careinogenese (FERRARIO et al., 2008;
normais SCHMID et al., 2008)

Testiculos o Depende to t|~po tumo_ral Seminomas marcam apenas nas regides (KONTOZOGLOU et

e Topografia ndo mencionada nos de proliferacéo celular, ndo-seminomas .

. o al., 1989; CHIN et al.,
trabalhos marcam intensamente, principalmente 1993)
nos avangados
Prostata o Diminuida Relacéo inversa com o grau de Gleason,

e Células epiteliais glandulares; homeostasia do Zn )
intensa na zona periférica, (M(\?VUESISef\aTt zld’oggw’
moderada na zona transicional e N )
fraca na zona central

Figado o Diminuida Relacéo inversa com aumento do grau

e variados nu_cleos e mais histolégico e (zestgigio tumoral,. taAma.nhg (TAO et al., 2007;
frequente citoplasma apenas dos tumoral, relagéo direta com resisténcia a DATTA et al., 2007)
hepatdcito quimioterapia

Rins o Diminuida Aumenta com o grau histol6gico (MIDIDODDI et al.,

e TUbulos proximais 1996; NGUYEN et al.,

2000)
Bexiga 0 Aumentada Correlagédo com aumento do grau

Usualmente ndo apresenta niveis
detectaveis de MT

histoldgico e estagio clinico, pior
prognostico

(SOMJl et al., 2001,
IOACHIM et al., 2001)

0  Expressdo da MT nos tumores em relacéo ao tecido normal de origem
e  Expressdo e topografia da MT nos tecidos normais correspondentes

(o}
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2.4.1 Expressdo da MT em Tumores de Glandula Maméria

A expressdo de MT por imunohistoquimica em carcinomas de mama tem sido
muito bem documentada. Sua expressdo tem sido observada em células mioepiteliais
normais, fato que motivou a discussédo sobre a utilizacdo da mesma como marcador
mioepitelial, visto que ductos e &cinos normais sdo usualmente negativos para MT
(FRESNO et al., 1993; BIER et al., 1994; YAP et al., 2009). Diferentes estudos tém
demonstrando uma associacdo entre a superexpressdo de MT e pior prognéstico (BAY et
al. 2006; JIN et al., 2004; JIN, et al., 2002; GOMULKIEWICZ et al. 2010; ZHANG et al.

2000; HAERSLEV et al., 1995).

O fato da maior expressdo da MT estar relacionado com tumores menos
diferenciados e de maior gradacdo de malignidade é quase undnime na literatura
relacionada aos tumores mamarios (FRESNO et al. 1993; HAERSLEV et al. 1995; EL
SHARKAWY e FARRAG 2008; IOACHIM et al., 1999; JIN et al., 2001; YAP et al., 2009).
Também tem sido evidenciada sua maior expressdo nas regides de pleomorfismo nuclear
acentuado, bem como nas de intensa atividade mitética (HAERSLEV et al., 1995;
ZHANG et al., 2000; FRESNO et al. 1993). Nestes casos, observou-se coincidéncia de
marcacdo para MT e Ki-67, um potente marcador da proliferacdo celular (OYAMA et al.,
1996). Estes resultados permitem concluir que a MT é um marcador de progndstico
promissor para 0s tumores mamarios, dada a sua associagdo com menor diferenciacdo

tumoral e com alta atividade proliferativa celular.

A expressdo da MT pode ser nuclear, citoplasméatica ou nuclear-citoplasmética
(FRESNO et al., 1993). Em geral, as marcacgdes intratumorais tendem a ser mais intensas
junto ao componente tumoral invasivo (SCHMID et al., 1993). Esta marcacdo também se

destaca de forma nitida nas regides intratumorais de carcinoma in situ (IOACHIM et al.,



377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

35

1999; GALLICCHIO et al. 2005). Outros autores também demonstraram uma
superexpressdo em casos recidivantes e metastaticos, revelando ainda, que as metéstases
apresentam indices aumentados de expressdo em relagdo ao tumor priméario (SCHMID et
al. 1993; HAERSLEV et al. 1994, 1995). Neste sentido, a MT tem sido implicada no

desenvolvimento metastatico.

Um estudo de expressédo génica funcional utilizando PCR em tempo real numa
amostra de 79 carcinomas mamarios congelados demonstrou atividade para MT-1A, MT-
1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H, MT-1X e MT-3. Entretanto, 0 RNA mensageiro do gene
MT-1B nédo foi detectado, fato que merece melhor investigagdo. O MT-2A parece ser 0
gene mais ativo nestes tumores, correlacionando-se com a proliferacdo celular e o grau
histolégico avancado (JIN et al., 2002). O mesmo achado foi relatado para o gene MT-1F
em outro estudo (JIN et al., 2001). Alguns estudos mostraram ainda, que existe uma alta
expressdo de MT-1E nos casos negativos para o receptor de estrogeno (RE) (JIN et al.
2000; TAI et al., 2003). Considerando que o RE tem sua importancia consolidada na
avaliacdo do progndstico para neoplasias de mama, esta associacdo também reflete que a
avaliacdo da expressdo de MT-1E pode ser promissora como marcador de prognostico (EL
SHARKAWY e FARRAG, 2008). Utilizando imunohistoquimica, também esta
amplamente demonstrado que altos indices de marcagdo para MT correlacionam-se com
menor marcagdo de receptor de estrégeno e perda de diferenciacdo celular (IOACHIM et
al. 1999; FRESNO et al. 1993; OYAMA et al. 1996; EL SHARKAWY e FARRAG,

2008).

BIER e colaboradores (1994) avaliaram uma variedade de casos de lesdes benignas,
pré-invasivas, e lesdes malignas. Nos papilomas mamérios e em tecidos normais a MT

marcou apenas células mioepiteliais. J& nas epitelioses, ambas as células luminais e as
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mioepiteliais expressaram MT. Nas hiperplasias lobulares atipicas e no carcinoma lobular
in situ a MT esteve fortemente expressa. Os autores demonstraram ainda que 0s
componentes in situ dos carcinomas ductais invasivos, refletiram o status de MT da sua
contraparte maligna. Desta forma, sugeriu-se que MT fosse importante nos eventos da

carcinogénese (BIER et al., 1994).

Por fim, foi demonstrado que a desregulacdo da MT com oligonucleotideos
antisense induz paralisacéo de proliferacéo e apoptose nas células cancerigenas mamaérias
que superexpressam MT (ABDEL-MAGEED e AGRAWAL, 1997; YAP et al., 2009).
Estes dados sugerem que a MT pode ser um alvo terapéutico para o tratamento das

neoplasias mamarias.

2.4.2 Expressdo de MT em Glandulas Salivares e seus tumores

As glandulas salivares normais, assim como ja discutido para mama, somente
expressam naturalmente MT nas células mioepiteliais e nas células basais dos ductos
excretores (SUNARDHI-WIDYAPUTRA et al., 1995; MURAMATSU et al., 2000). Um
trabalho inicial avaliou a marcagdo de MT em tumores benignos e no Carcinoma
Mucoepiderméide (SUNARDHI-WIDYAPUTRA et al, 1995). Nos Adenomas
Pleomodrficos e no tumor de Warthin, uma marcacdo na camada externa das estruturas
ductais foi encontrada. No Adenoma Pleomérfico, a MT também destacou algumas células
embebidas em estroma mixdide e em estroma condrdide. J4 no Tumor de Warthin,
algumas células ductais marcaram fracamente em conjunto com componentes linfoides. Os
autores mencionam alta marcacdo de MT somente nos Mioepiteliomas. Certa positividade
foi também observada em células cuboidais que margeavam ilhotas oncociticas dos

oncocitomas e células que margeavam grupos de células tumorais do Carcinoma
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Mucoepiderméide. Tais resultados estdo de acordo com outros, que demonstram que as
células mioepiteliais expressam MT (SUNARDHI-WIDYAPUTRA et al., 1995). Um
estudo publicado em literatura chinesa relatou esta maior expressio de MT nos
Mioepiteliomas e em carcinomas mioepiteliais (GAO et al., 1997). Outros autores também
relataram a presenca de MT nas células mioepiteliais de adenomas pleomdrficos, porém

ressaltam a maior expresséo desta em casos de CAC (CHAUVIN et al., 1992).

ALVES e colaboradores (2007) avaliaram a expressio da MT em CAC,
demonstrando auséncia de casos com indice de positividade inferior a 40%. Os autores
observaram auséncia de expressdo nas estruturas ductais e alta frequéncia de marcagéo nas
células abluminais. Para os subtipos cribriformes, as células que margeavam pseudocistos
e aquelas localizadas na periferia das ilhotas tumorais marcaram com maior frequéncia.
Para os casos solidos, os autores destacam a ocorréncia do mais alto indice de marcagdo
dentro da amostra, sendo ela em padrdo de mosaico e mais frequentemente citoplasmaética
(ALVES et al., 2007). Desta forma, sugere-se que a MT tenha papel importante na
progressao neoplasica, visto que os tumores solidos sdo mais agressivos e estdo
relacionados a um pior progndstico (KO et al, 2007; PEREZ et al, 2006;

KOKEMUELLER et al., 2004; FORDICE et al., 1999).

IRIE e colaboradores estudaram a expressdo de MT-3 nas glandulas salivares,
demonstrando um padréo de marcacdo completamente diferente daquele visto para MT-1 e
MT-2, onde as células ductais sdo intensamente marcadas e as células acinares em
intensidade mais fraca (IRIE et al., 2004). Os autores também avaliaram o NGF (Fator de
crescimento dos neurdnios), mostrando muitas vezes uma co-localizagéo deste com MT-3,
0 que implica concluir que a MT-3 pode coordenar o crescimento e diferenciagdo das

glandulas salivares, pois esta funcéo é exercida pela mesma nos tecidos cerebrais (Irie et
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447  al., 2004). Novos estudos devem considerar a avaliagdo de MT-3 para os tumores de

448  glandulas salivares.
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3. Objetivo Geral

Considerando a caréncia de dados sobre o comportamento metastatico do CAC e os
indicios literarios que favorecem a MT como uma marcadora de agressividade tumoral, o
presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a expressdo da MT nos seus
diferentes aspectos imunohistoquimicos em uma amostra de CAC, considerando dois
grupos de comportamentos bioldgicos distintos: tumores priméarios metastaticos (PM) e

tumores primarios ndo metastaticos (PNM).

3.1 Objetivos especificos

e Investigar os dados Clinico-patolégicos e de seguimento de uma amostra de 49
casos de CAC;

e Auvaliar a expressdo da MT qualitativa e semiquantitativamente na amostra de 49
casos de CAC,

e Analisar a associagdo da expressdo de MT com comportamentos bioldgicos
metastaticos distintos e com o progndstico da doenga;

o Verificar diferencas na expressdo de MT nos tumores segundo as diferentes

caracteristicas clinicas estudadas e os subtipos histol6gicos dos tumores;
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4. Hipotese

O CAC ¢é considerado uma neoplasia de glandula salivar com padrdo de
agressividade que o identifica como uma neoplasia de alto grau de malignidade. N&o
obstante, possui comportamento heterogéneo, mostrando diferentes progressdes clinicas,
especialmente em relacdo ao comportamento metastético. Varios fatores clinicopatoldgicos
tém sido apontados como potenciais discriminadores de comportamento bioldgico,
incluindo capacidade metastética, e de progndstico. Todavia, a literatura ainda carece de
um parametro que, unanimemente, considere definitiva a possibilidade de separar lesdes de

comportamento e prognastico distintos.

A MT tem se mostrado viavel como marcadora de prognostico em diversos
tumores, notadamente os de glandulas mamarias, muito semelhantes estruturalmente com
os de glandulas salivares. Ademais, sua expressdo tem se mostrado diferente dentre os
diferentes graus histolégicos de CAC de glandulas salivares, mostrando uma aparente
relagdo entre a maior expressdo e o menor grau de diferenciagdo tumoral. Desta forma, o
aprofundamento desta avaliacdo qualitativa com instrumentos que nos permitam estimar
semiquantitativamente o padrdo de expressdo tumoral predominante, poderia nos
possibilitar a distin¢do entre casos metastaticos e ndo metastaticos, e, ainda, determinar
aqueles casos metastaticos mais agressivos, correlacionando-se também com casos de pior

sobrevida.
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5. Metodologia

5. 1 Amostra

As amostras de tumores de glandulas salivares utilizadas no trabalho foram
provenientes de bidpsias ou ressec¢des cirurgicas realizadas no periodo entre 1997 e 2004,
de pacientes atendidos no Instituto Nacional de Cancer (INCA). Todos 0s casos
encontrados foram primeiramente revistos objetivando definir o diagnéstico de Carcinoma
Adendide Cistico segundo a ultima classificacdo da Organizagdo Mundial de Saude
(Barnes et al, 2005), a partir de cortes histologicos de fragmentos teciduais fixados em

formalina a 10% e incluidos em parafina.

Para caracterizacdo sociodemografica e clinicopatolégica da amostra, dados
pertinentes foram levantados a partir de registros de prontuérios médicos. Foram coletados
dados referentes a idade, género, cor da pele, exposi¢do ao fumo e alcool, localizacdo do
tumor primario, sintomatologia, extensdo, e tempo de sintomas, existéncia de metéstases
regionais ou distantes e suas respectivas localizagOes, estadiamento das lesfes (UICC,
1997), tratamento, e dados de seguimento. Os dados de sobrevida foram retirados dos
prontudrios a partir dos registros da Ultima consulta do paciente no INCA, sendo
considerada como data limite, a data da Gltima revisdo, ocorrida em marco de 2010. Para

todos os casos foi permitido um periodo de seguimento minimo de cinco anos.

Os casos que ndo apresentaram registros satisfatorios sobre os dados referidos, que
mostravam limitagdo de material histol6gico para confirmagéo do diagnostico e que foram

previamente tratados em outra Instituicdo foram excluidos do estudo.

Adicionalmente, os tumores foram ainda revistos e classificados histologicamente

segundo o padrdo histolégico predominante (tubular, cribriforme ou sélido) (Barnes et al.,
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2005). Procedimento similar foi também utilizado para o estabelecimento da gradacéo
histolégica de malignidade (Greiner et AL., 1989). Assim, tumores grau I: tumores ndo
apresentando nenhum componente solido; Grau Il: tumores nos quais predominavam
arranjos tubulares ou cribriformes, podendo mostrar até 30% de areas sélidas; e Grau Ill:
tumores contendo mais de 30% de componente sdlido. Para todos os tumores avaliados,
foram registrados dados sobre a presenca de invasdo neural e comprometimento marginal.
A invasdo neural foi considerada positiva quando da identificacdo de ilhotas neoplasicas
invadindo os filetes neurais ou circunscrevendo-os. Para a definicdo de comprometimento
marginal, foram considerados positivos aqueles casos em que ilhotas neopléasicas foram

identificadas faceando a margem do tecido examinado.

5.2 Imunohistoquimica

Ensaios imunohistoquimicos foram realizados para deteccdo do antigeno MT,
utilizando-se para tal o anticorpo monoclonal (E9, fabricado por Dako, Carpinteria, CA,
EUA), conforme padronizacdo laboratorial prévia. Para tanto, cortes teciduais dispostos em
ldminas pré-tratadas com organosilano foram desparafinados, hidratados. A recuperagdo
antigénica foi realizada utilizando-se EDTA (0,3722g em 1000ml de &gua destilada)
tamponado com NaOH (pH 8.0) e submetidos a trés ciclos de cinco minutos cada em forno
de microondas. Apos resfriamento e lavagem em &gua destilada, foi feito o blogueio da
peroxidase enddgena (10 volumes, 2 banhos de 15 minutos) e os cortes lavados (15 banhos
em &gua destilada). Na sequéncia procedeu-se para blogueio de avidina [Solugdo de
avidina 0,1% em solucdo Tris-HCL tampdo salino contendo 0.015 mol/L de sédio (Dako,
codigo X0590 lote 8220); por 10 minutos. Lavagem com agua destilada]. O bloqueio da

biotina foi realizado com solugdo de biotina 0,01% em Tris-HCL tampé&o contendo 0.015
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mol/L de sédio azide (Dako, 0590 lote 8220) por 10 minutos. Os cortes foram incubados
com o anticorpo priméario diluido (1:800 de TRIS-HCL), por 18 horas em geladeira. Ap6s
lavagem em 4gua destilada, os cortes foram incubados em anticorpo secundério biotinilado
(diluigdo 1:100, por 30" a 4° C) seguido de nova lavagem e incubagdo em solugdo de
estreptavidina-biotina-peroxidase. A reagdo de coloragdo foi desenvolvida com a imersdao
dos cortes histologicos em solucdo de 3.3’tetrahidrocloreto de diaminobenzidina por trés
minutos. Carcinomas epidermdides com reatividade reconhecida para MT foram utilizados
como controle, e a omissdo dos anticorpos primarios foi empregada como controle

negativo.

5.3 Analise Microscopica da Imunomarcacao

5.3.1 Avaliagédo qualitativa

A andlise qualitativa foi baseada na descri¢do topogréfica da expressdo de MT,
considerando os diferentes tipos celulares componentes das lesdes e 0s arranjos
arquiteturais das neoplasias, tomando cada subtipo histolégico em particular: tubular,

cribriforme e sélido.

5.3.2 Avaliacao semiquantitativa

Para esta analise, foi considerado um nimero de 500 células, correspondendo a 10
campos microscopicos visualizados com objetiva de 40x e ocular de 10x. Estes valores
foram obtidos considerando um coeficiente de variancia estdvel e abaixo de 20%,

conforme trabalhos previamente desenvolvidos com esta metodologia (ALVES et al.,
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2007). Foram analisados campos histoldgicos contendo células tumorais, identificados de

forma periddica e ndo repetida no corte histolégico disponivel, conforme descrito abaixo.

Foram considerados campos histologicos presentes em um Unico eixo de
movimento no charriot (x ou Yy). Inicialmente, com objetiva de baixa ampliacdo (4x ou
10x), foi identificada uma area de marcacgdo mais evidente e intensa, denominada hot spot.
Tendo essa area como referéncia, a avaliagdo seguiu o eixo de maior dimensdo do corte
tecidual (horizontal ou vertical), passando necessariamente pela area de hot spot, ou por
uma area contendo o maior nimero de hot spots possiveis. A partir de uma observagédo em
objetiva de 100x foi estimado o numero de campos microscopicos possiveis de se avaliar
neste longo eixo, calculando posteriormente o valor correspondente de campos para a
avaliagdo em aumento de 4000x. Como apenas 10 campos foram avaliados por cada caso,
o seguinte calculo foi realizado para determinar o periodo entre um campo a ser avaliado e

0 outro, dentro do eixo selecionado previamente:

I = (n/10) -1

(onde “I” é o nimero de campos que constituem o intervalo entre dois campos a serem
analisados, e “n” é o nimero total de campos constantes do longo eixo orientado pelo

hot spot, sendo considerados apenas nimeros inteiros, sem arredondamento)




556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

48

Inicialmente, foram definidos quatro pardmetros na presente analise, a saber:

1) Localizacdo da expressdo da MT no interior da célula: citoplasmética, nuclear e

citoplasmética ou apenas nuclear;

2) Intensidade de expressédo, considerada fraca, moderada ou intensa;

3) Proporcdo de ceélulas tumorais expressando MT independentemente da

intensidade e de sua compartimentalizag&o celular;

4) Proporcdo de marcacdo nuclear, independentemente de sua intensidade ou

mesmo se esta € restrita ou simultanea com a citoplasmatica.

A Figura 1 ilustra cada um dos parametros utilizados mencionados anteriormente,

considerando os diferentes escores e suas definicdes semiquantitativas.
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A) PadrGo de marcag¢@o (predominante por campo)

i o »

3 — Citoplasmatica e
nuclear.

0 - Auséncia de marcagdo
1 - Fraca

2 — Moderada

3 - Forte

0 - Auséncia de marcacdo
4 1->0% até 25%.
g 2 — > 25% até 50%

D) NUcleo (freqiéncia de positividade dentre as células marcadas)

o~ 7. e e ;‘-:f 4 L™ 0 - Auséncia de marcagdo
’ 1->0% ate 25%.

2->25% até 75%

3->75%

Figura 1. Modelo ilustrativo dos padrdes de expressao da MT nos casos de CAC segundo os codigos
utilizados para avaliacdo semiquantitativa dos casos.
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A partir dos valores atribuidos a cada um dos 10 campos histol6gicos avaliados,
obteve-se uma média final por pardmetro, que foi considerada representativa do caso. A
partir destes resultados, um quinto escore foi definido como sendo a média dos quatro
escores considerados anteriormente e representados na Figura 1, designado como escore

geral.

Um sexto indice de avaliacdo de expressdo de MT foi utilizado, designado como
método do Quickscore. Este indice é definido como sendo o resultado de uma
multiplicacdo do parametro intensidade pelo pardmetro proporgéo (parametros b e c da

Figural) (DETRE et al., 1995).

5.3.3 Anédlise dos dados e andlise estatistica

Definiu-se neste estudo, para fins de andlise estatistica, o inicio do tempo de
seguimento dos pacientes como a data do primeiro tratamento e, como eventos em estudo,
as metastases e 0s Obitos relacionados ao cancer. Os pacientes que evoluiram a 6bito por
causas ndo relacionadas aos tumores de glandulas salivares, ou ainda aqueles que
estiveram vivos ao final da observacédo (definida como fevereiro de 2010), foram incluidos
no estudo como dados “censurados”, e para estes casos a data final foi considerada como
sendo aquela do 6bito ou de Gltimo registro em prontuério, respectivamente. O periodo
entre as datas inicial e final (data do evento ou do final da observagéo) foi considerado
como o periodo de sobrevida global dos pacientes, e a partir deste dado foi construida a

curva de Kaplan-Meier (curva tempo-evento) para cada variavel em estudo.

Para avaliacdo dos diferentes pardmetros clinicos e de expressdo da MT
relacionadas as metéstases, os casos foram separados em dois grandes grupos: 1)

tumores priméarios metastaticos (PM) e 2) primérios ndo metastaticos (PNM).
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Considerando que as metastases constituem-se num fendmeno biolégico relacionado a
progressdo neoplasica e de pesarem negativamente na formulacdo do prognoéstico, o
grupo PM foi ainda subdividido, considerando a cronologia das metéstases em: 1)
tumores priméarios metastaticos precoces (PMp), que corresponde aos casos em que as
metéstases estavam identifichveis a época dos exames de admissdo (clinicos e
imagioldgicos, confirmados histologicamente apds o tratamento); e 2) primérios
metastaticos tardios (PMt), que corresponde aos casos em que o0 evento metastatico foi
observado nos exames subsequientes de acompanhamento do paciente.

Todas as andlises estatisticas e o desenho das Figuras e Gréaficos foram
realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Para todas as andlises propostas, a hipotese de nulidade foi rejeitada
quando os valores de p foram menores que 0,05.

Estatistica descritiva foi empregada para caracterizar a amostra nas diferentes
variaveis estudadas, considerando média, desvio padrdo e frequéncias relativas dadas
em percentuais. Todas as andlises foram precedidas da realizagdo do teste de
normalidade de D’Agostino e Pearson, conforme orientagdo do software estatistico
mencionado.

As varidveis quantitativas (idade, tempo de queixa, tamanho dos tumores,
escores de marcacdo da MT) foram analisadas utilizando o teste t de Student para dados
paramétricos e o Mann-Whitney para dados ndo paramétricos, quando da comparagao
entre dois grupos independentes. Para as comparagdes entre trés grupos independentes
ou mais (tipo e o grau histoldgico de malignidade; grupos metastaticos nas suas
diferentes cronologias de metéstases) os testes utilizados foram o Anova para os dados
paramétricos e o Kruskal-Wallis para os ndo paramétricos, seguidos de pos-teste de

Bonferroni. Correlagdo entre varidveis foram avaliadas segundo a normalidade dos

51
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dados, considerando os testes de Spearman e de Pearson. Varidveis categoricas foram
comparadas pelo teste Exato de Fisher ou do Qui-quadrado, sempre considerando a
opcao dada pelo software de analise.

As curvas de sobrevida foram estabelecidas por meio do método de Kaplan—
Meier e comparadas pelo teste de Cox-Mantel utilizando-se do tempo total de estudo.

Sua construcéo baseou-se nas varidveis metéstases e expressdo de MT.
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6. Resultados

6.1 Caracteristicas Clinicopatologicas e Dados de Seguimento

Dos 49 pacientes com CAC avaliados no presente trabalho, 17 foram homens e 32
mulheres (M:F = 1:2.6), com idades variando de 17 a 87 anos (media 56.67 = 26.6). As
glandulas salivares menores foram mais comumente afetadas, tendo o palato como o sitio
mais envolvido (11/49, 22,4%). Das glandulas salivares maiores, a submandibular foi a
mais comumente afetada (10/49, 20,4%) (Figura 2). O tempo de queixa variou de 1 més a
15 anos (180 meses) e o tamanho tumoral variou de 0,5cm a 10cm no maior diametro
(media 3.6 = 2.3 cm). O sintoma mais comum foi a tumoragdo (87,7%), que esteve
algumas vezes combinada com dor (36,7%), parestesia (4,0%), ou ambos (4,0%). O
sintoma de dor foi visto isoladamente em 12,3% dos casos. Outros registros identificados
para a lesdo foram disfagia (16,3%), otalgia (16,3%), sangramento (8,1%), odinofagia
(6,1%) e ulcera (4,0%). A doenca avancgada, ou seja, casos classificados como estagios

clinicos Il e V, foi discretamente prevalente, correspondendo a 51,1% dos casos.

Considerando dados histopatoldgicos, o padrdo cribriforme (53,0%) foi
predominante, seguido de tubular (28,5%) e solido (18,4%). O grau histologico também foi
avaliado para todos os casos, prevalecendo os de grau moderado, que perfizeram,
aproximadamente, 47,0% dos casos. A invasdo perineural foi vista em menos da metade
dos casos. Margens comprometidas foram detectadas em 21 casos dos 37 em que a mesma

foi avaliada (Tabela 3).



Tabela 3.Principais dados Clinico-patoldgicos dos 49 casos de CAC provenientes do

INCA (1997-2004).

Variaveis N. (%0)
Idade 50 (x14)
Género (masculino:feminino) 1:19
Tempo de sintomas 26.7 (£26,1)
Tamanho do tumor (cm) 3.6 (x1,7)

Inicial (1 e I1)
Estégio clinico
Avancado (Il e 1V)
Tipo histolégico Tubular
Cribriforme
Sélido
Grau histoldgico* Grau l
Grau Il
Grau 1l
Invaséo perineural
Margem Livre

Comprometida

22 (49.9%)
27 (51.1%)
14 (28.6%)

25 (51%)
10 (20.4%)
16 (32.6%)
23 (46.9%)
10 (20.4%)
13 (26.5%)
16 (43.3%)
21 (57.7 %)

*Grau histolégico de acordo com Greiner et al. (1989)

Glandulas acometidas

Glandulas
Sarivares
menores

Glandulas
Sarivares
maiores

Trigono retromolar (2%)
M. Jugal (6%)

Labio superior (4%)
Soalho (2%)

Seio maxilar (4%)

Figura 2. Distribuicéo dos casos de CAC segundo glandulas salivares acometidas
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Todos os tumores foram tratados por ressecgao cirdrgica, sendo que 36.7% tiveram
esvaziamento cervical. Além da cirurgia, 37 casos (75,5%) tiveram tratamento
complementar por radioterapia com fonte de cobalto (49,0%), aluminio (20,4%) ou ambos

(6.1%).

O periodo de acompanhamento dos pacientes variou entre 12 a 137 meses. Durante
este periodo foi observado recidiva em oito casos (16.3%), sendo todos os tumores
provenientes de glandulas salivares menores. Dos casos recidivantes, cinco (62,5%)
receberam radioterapia, quatro com finalidade adjuvante e um caso com finalidade

terapéutica.

Quatorze casos (28,6%) foram metastaticos (PM). Destes, dois foram
exclusivamente regionais, oito exclusivamente a distancia, e quatro casos tiveram
metastases locais e a distancia simultaneamente. O nivel Il foi o mais envolvido (4/14,
28,6%) regionalmente enquanto os pulmdes foram afetados em nove casos (64.3%). Outros
sitios incluiram figado (1/14, 7,1%), vértebras (2/14, 14,2%), iliaco (1/14, 7,1%) e rim
(1/14, 7,1%). O caso de envolvimento hepatico também apresentou metéstases pulmonares,

egnquanto outro caso mostrou metastases em iliaco e vértebras, concomitantemente.

Houve dois padrdes distintos de cronologia metastatica: nove casos tiveram suas
metéstases identificadas logo aos exames de admisséo, sendo classificados como precoces
(PMp); cinco casos tiveram as metastases identificadas em exames complementares no
seguimento do paciente, sendo classificados como tardias (PMt). A evidenciagdo das
metéstases no grupo PMt se deu apds 46 meses de acompanhamento, com um tempo

méaximo de 71 meses (média de 68 +19 meses).
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A sobrevida global foi de 69,4%, sendo ela de 83% para os casos PNM e 35,7%

para os PM. Quando os tumores PM mostraram metastases precoces, a sobrevida decali

para 11,1% (Figura 3).
A PM vs PNM
100-
80
60
J —— PM
404 —— PNM
1 P=0,0018
204
0 T L — 1 v T * 1 L
0 20 40 60 380 100 120 140
Meses
B Sobrevida considerando cronologia da metastase
1001
80 4
=aba
60+ PMP 50 0001
- -+ PMt
404 - PM
1 4 PNM
204 :
0 T T T |" T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Meses

Figura 3. Curvas de sobrevida segundo comportamento metastatico dos CAC. A)
Curvas de sobrevida considerando a presenga ou ndo do evento metastatico; B)

Curvas de sobrevida considerando o evento metastatico, individualizadas segundo
sua cronologia precoce ou tardia. (Método de Kaplan-Meier, complementado pelo
teste de Cox-Mantel)
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6.1.1 Avaliacao e analise dos dados Clinicopatoldgicos

A Tabela 4 resume os valores de p obtidos a partir das comparagdes entre 0s
grupos de dados clinicopatoldgicos. Houve uma prevaléncia de pacientes mais idosos na
amostra de tumores sdlidos, com idades variando entre 37-79 anos (média de 61,1). A
diferenca significativa esteve entre estes e os tumores cribriformes, que acometeram alguns
pacientes jovens (17-71 anos, média de 46), enquanto oS pacientes com tumores
predominantemente tubulares tiveram idades intermediarias (34-80, média de 48,9).
Situacdo similar foi observada em relagdo a idade e o grau histolégico. A diferenca entre
tempo de sintomas também foi proporcionalmente maior nos tumores sélidos (12-180,
média de 50,22 meses) do que nos cribriformes (1-71, média de 20,75 meses). Porém,

adicionalmente, ndo nenhuma correlagdo entre idade e tempo de sintomas..

Observou-se que as glandulas maiores foram acometidas frequentemente por
tumores maiores (1-10; média de 4,4 cm) do que os encontrados acometendo glandulas
menores no geral (0,5-8,0; média de 3,0 cm), aproximando de uma significancia estatistica
(p=0,05). Da mesma forma, a correlagdo entre tipo histologico e invasdo perineural
margeou significancia estatistica, sendo mais frequentes nos subtipos tubulares, e pouco
frequentes nos cribriformes (p=0,057). Nenhum dos casos com invasdo perineural

recidivou (p=0,09).

A sobrevida foi significativamente diferente entre T1, T2, T3 e T4 (p=0,0126). Dos
15 6bitos verificados, 80% foram T3 (4/15 casos) ou T4 (8/15 casos). Estégios clinicos de
doenca inicial (I e I1) mostraram sobrevida maior (90,9%) do que visto para doenca
avancada (48,1%) (p = 0,0418). Sintomas clinicos, idade acima de 45 anos e tempo de
queixa acima de 18 meses ndo mostraram associagdo significativa com sobrevida (p=

0,2717, p= 0,2543, e p= 0,9748, respectivamente). O padrdo histolégico solido foi fator
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importante ao prognostico, mostrando sobrevida de apenas 44,4%, comparados aos outros
subtipos juntos (p = 0,0385). A sobrevida foi semelhante entre tubulares (78,6%) e
cribriformes (73,1%). Os tumores que tiveram diagnosticado comprometimento de
margem também culminaram em pior progndstico, traduzido por menor sobrevida
(p=0,0137). Os tumores recidivados ndo refletiram em pior sobrevida (p = 0,8458), bem
como aqueles com evidenciagdo de invasdo perineural (p = 0,7281) e situados em

glandulas salivares maiores ou menores (p = 0,3713).

Tabela 4. Valores de p para as comparacdes entre os diferentes tipos de dados Clinico-
patoldgicos estudados*.

Margem Grau de

compro . s:;)ilggico malignidad Ptlerr];l:(:jfal Recidiva Local.**

metida
Idade A& 0,39 0.04 0,03 0,59 0,41 0.73
Sexo © 0,50 0,89 0,42 0,50 1,00 037
Tempo sintomas °°*'® 0,20 0,05 0,16 0,18 0,17 0,20
Tamanho tumoral & 0,96 0,18 0,17 0,79 0,46 0,05
Estéagio clinico © 0,10 013 0,08 0,33 1,00 015
Localizacdo* © 1,00 0,39 0,40 0,19 0,005 -
Recidiva © 1,00 0,82 0,62 0,09 - -
Tipo histolégico 0,65 - - 0,05 0,82 -
Margem histoldgica - - 0,95 0,50 - -

* A presenca de metéstases foi analisada separadamente.

** Considerou-se apenas dois grupos para as analises: glandulas menores e glandulas maiores.

Testes estatisticos utilizados nas comparagdes: A. teste t de student. (duas variaveis); B. ANOVA (trés variaveis); C.
Teste exato de Fisher; D. Mann-Whitney (duas varidveis ndo paramétricas); E. Kruskal-Wallis (trés variaveis ndo
paramétricas).
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Tumores PM foram maiores (p = 0.048), acometendo, mais frequentemente,

glandulas salivares maiores (p = 0.024). Dentre os tumores sélidos, cinco (55,5%) foram

PM (p = 0,0960). Nenhuma outra variante clinico-patoldgica apresentou associa¢do com a

presenca de metastases. Diferencas observadas para cada pardmetro estudado estdo

sumarizadas na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliacdo e anélise dos dados Clinico-patoldgicos com o comportamento

metastatico.

Variaveis PNM PM p

Média de idade 49+ 14 53+13 0,4749

Género (masculino:feminino) 1:2.5 11 0,1929

Tempo de sintomas (meses) 257271 29,3+£255 0,7641

Tamanho médio; variacao (cm) 3,3t1,3); 0.5-8  55+£2,6; 2-10 0,0048
Glandulas salivares maiores (n/%o) 9 (18,4%) 9 (18,4%)

Glandulas salivares menores (n/%b) 26 (53,0%) 5 (10,2%) 00204

Recidiva (n/%) 6 (12,2%) 2 (4,1%) 1,0000
Tubular 11 (22,4%) 3(6,1%)

Tipo histoldgico (n/%0) Cribriforme 20 (40.8%) 6 (12.2%) 0,1391
Sélido 4 (8.2%) 5 (10,2%)
I 14 (28,6%) 2 (4,1%)

Grau tumoral* I 15 (30,6%) 8 (16,3%) 0,1180
i 6 (12,2%) 4 (8,2%)
Negativo 13 (26,5%) 3 (6,2%)

Estado da margem 0,4862
Positivo 13 (26,5%) 8 (16,3%)

Invasdo perineural 7 (14,3%) 6 (12,3%) 0,4764

* Grau histologico segundo Greiner et al., 1995.
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6.2 MT versus dados Clinicopatologicos

6.2.1 Andlise qualitativa da expressdo de MT

As glandulas salivares normais adjacentes aos tumores expressaram, com
frequéncia moderada, marcacdo em nicleo e citoplasma de células mioepiteliais. N&o
houve casos de CAC classificados como negativos. Em &reas de morfologia tubular, a
marcacao restringiu-se & camada abluminal, permanecendo negativa nas células ductais.
Nas estruturas cribriformes e sélidas, um padrdo de mosaico foi frequentemente observado,
sendo que as células negativas para MT eram frequentemente basaloides ou arredondadas,
muitas das quais também presentes em estruturas ductais. As células limitando
pseudocistos e faceando o estroma tumoral, externamente aos cilindros tumorais,
expressavam algumas vezes uma marcacdo aumentada. As Figuras 4, 5 e 6 ilustram os

padrdes de marcacdo observados de acordo com o0s subtipos histolégicos de CAC.

6.2.2 Andlise semiquantitativa da expressdo de MT

Todos os padrdes de expressdo de MT mostraram escores maiores para tumores
solidos (Figura 7), principalmente quanto ao compartimento celular de marcacéo, que
demonstrou marcagdo nuclear e citoplasmética significativamente mais frequente em
solidos que nos demais subtipos agrupados (p = 0,0028). Por outro lado, o padrdo de
expressdo da MT foi muito semelhante considerando os pardmetros clinicos utilizados na

determinagdo do prognostico para CAC, como visto em secdo anterior.
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Figura 4. A) Padréo de CAC predominantemente tubular. Imagem observada em aumento de
40x. Observa-se invasao glandula parétida (a direita) pelas células tumorais. B) Observa-se o
arranjo das células em duas camadas, uma interna ou luminal e outra externa ou abluminal. C

- F) A MT esté expressa nas células abluminais, que correspondem ao fen6tipo mioepitelial.
F) Células tumorais invadindo fasciculo neural.
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Figura 5. A) Padréo de CAC predominantemente cribriforme. Imagem observada em aumento
de 40x. llhotas tumorais a direita invadindo glandula par6tida e lencdis tumorais a
esquerda,ambos embebidos em estroma fibroso. B) llhota cribriforme, demonstrando a
formacdo dos espagos pseudocisticos (flecha), neste caso, preenchidos por material mucoide.
Pequenas estruturas ductformes podem ser vistas entre as células que formam os pseudocistos
(cabeca de seta). C - F) Expressdo da MT no padréo cribriforme evidenciando proporgdes
diferentes de cada caso e ainda um padrdo de compartimentalizagdo da marcacdo distinto. Em
C predominantement nuclear, em D, predominantemente citoplasmatica, em F, nuclear e
citoplasmatica.
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Figura 6. Padrdo de CAC predominantemente solido. A) Tumor sélido circundado por
estroma fibroso e margeando tecido adiposo a direita. B) Objetiva de 200x ilustrando células
com nucleo poligonal arranjadas em massa celular sélida, sendo possivel observar escassas
formagbes ductais (cabeca de seta) ao interior e auséncia de pseudocistos. C) Marcagdo
predominantemente nuclear e citoplasmatica difusa, com auséncia de expressdo em formacoes
de células com fendtipo epitelial preservado (flecha). D) Marcagdo nuclear e citoplasmatica
generalizada. E) Marcacdo difusa em padrdo de mosaico. E) Marcagdo predominantemente
nuclear.
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Subtipo histolégico

[ rubuter [ cribriforme [ s6lido

4.0-
3.5
3.0

2.5 i !
2.0
1.5-
1.0-
0.5
0.0

Escores

Media geral Compartimento Intensidade % de células % de nucleos
de marcagao marcadas marcados

Figura 7. Visdo geral dos escores distribuidos segundo o subtipo histoldgico do CAC.
Valores mais altos sdo observados em tumores sélidos.

6.3 Expressdo de MT versus Comportamento Metastatico

720 Os valores extremos para todos os pardmetros foram sempre encontrados no mesmo
721  grupo de tumores, ou seja, 0S escores mais altos pertenceram ao grupo PM e os mais
722 baixos ao grupo PNM (Figura 8). Um resumo dos achados para cada pardmetro e dos
723 dados de estatistica descritiva estdo sumarizados na Tabela 6. A Unica diferenca
724 estatisticamente significante entre os grupos foi obtida por meio do Quickscore (p =
725  0.0440) (Figura 9). Porém os resultados refletem que também houve a presenca de alguns
726  casos com escores baixos em PM e outros de escores altos em PNM, assim ndo atingindo

727 um intervalo de confianca de 95%.
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Figura 8. Visdo geral da distribuicdo da MT segundo o comportamento metastatico

Compartmento
de marcagéo

Intensidade

% de células
Marcadas

(PM e PNM). Nenhuma diferenga estatisticamente significante.

Tabela 6. VariagOes da expressdo de MT segundo comportamento metastatico. Método

semiquantitativo.

% de nlcleos
marcados

PNM (n.35) PM (n.14)
Média Média
Variaveis Achados (Mediana; Achados (Mediana;
variacao) variacao)
% células 18 casos < 51% 2.1 4 casos < 51% 2.4
marcadas (51.4%) (2.3;0.8-3.0) (28.6%) (24;1.5-3.1)
Fraca (13) 16 Fraca (2) 19
Intensidade Mod. (21) o Mod. (10) o
Forte (1) (16;05-27) Forte (2) (1811-30)
Compartimento Citopl. (6) 2.3 Citopl. (-) 2.4
Celul NeC(19) (2.5;1.1-3.0) NeC (10) (2.4; 1.6-3.0)
eluar Nuclear (10) e Nuclear (4) e
% de nucleos 22 cases >75% 2.5 10 casos >75% 2.7
positivos (62.8%) (2.7;1.1-3.0) (71.4%) (2.8; 1.8-3.0)
Média geral 12 cases < 2.0 2.2 1caso <20 24
g (34.3%) (2.3;0.8-3.0) (7.1%) (2.4; 1.5-3.1)
ick 16 cases > 6.0 4.3 10 casos > 6.0 5.9
Quickscore (45.7%) (4.0 1.0-9.0) (71.4%) (6.0; 1.0-12)
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Figura 9. Distribuigcdo dos valores entre os grupos PM e PNM segundo o Quickscore dos
tumores. Os grupos possuem padrdes estatisticamente diferentes, porém valores baixos
também foram encontrados em PM.

Os tumores PM tiveram maior propor¢do de células marcadas para a maioria dos
casos. Além disso, observou-se uma menor frequéncia de casos com marcacgdo fraca nos
casos PM (14,3%; dois casos) do que nos PNM (37,1%; treze casos). N&o houve nenhum
caso de PM com escore de compartimentalizacdo celular abaixo de 1,6. Foi possivel
confirmar que os seis casos onde a marcagdo esteve predominantemente restrita ao
citoplasma pertenciam ao grupo dos PNM. A positividade nuclear por sua vez foi mais
comum em PM. No entanto, observou-se que em toda a amostra a expressdo da MT esteve

presente em ambos 0s compartimentos, nuclear e citoplasmatico.

6.3.1 Comportamento metastatico precoce
Observou-se neste estudo que 0s casos que pertenciam ao quarto quartil de
marcacao para 0S escores possuiam uma caracteristica comum: todos tiveram metastases

diagnosticadas logo aos exames de admissdo do INCA (casos PMp), que incluem exames
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clinicos, imagioldgicos e laboratoriais. A Figura 10 ilustra esta diferenca de escores.
Utilizando o teste estatistico Kruskal-Wallis entre os grupos PMp, PMt e PNM, ndo foi
obtido um p significante. Entretanto, o pds-teste mostrou aproximacéo da significancia
para a diferenca entre PMp e PNM considerando o Quickscore, Escore Geral e Intensidade.
Utilizando o teste Mann-Whitney para uma analise de dois a dois entre os grupos PMp,
PMt e PNM, obteve-se um p significante utilizando o Quickscore (p = 0,027), escore geral

(p = 0,0394) e intensidade (p = 0,0481).

Expresséao proporcional dos escores de MT
(dados em %)

[] PNM PMt PMp

Score Max_

]
1 = LEE
80%4] E
60%.] =
40%4
20%
Score Min.
Quickscore Meédia % celulas Intensidade Compartimento % nucleos
Geral Marcadas de marcagdo marcados

Figura 10. Visdo geral dos escores, convertidos em porcentagem, e distribuidos
segundo a cronologia do comportamento metastatico (PNM x PMp x PMt).

O grupo PMp caracteriza-se por tumores que frequentemente metastatizaram para
linfonodos (Tabela 7). Além disso, para este grupo, observou-se escore geral sempre

acima de 2.2, casos com escores de Quickscore extremo, e uma concentracdo de ébitos.
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Tabela 7. Diferencas clinicopatoldgicas e de expressdo da MT segundo a cronologia do

comportamento metastatico (PMp x PMt).

Metastase / tempo em

Sobrevida
Local # Escore .
Caso PO. L Meses s ° | Quickscore
rimario : e — era (meses)
Regional Distancia
1 Submandibular  Periparotideo  Pulmao e figado 2.7 6.0 8*
2 Submandibular  Niveis Il e lll 2.7 6.0 62*
= 3 Submandibular  Cervical Pulmao / 63 2.7 6.0 65*
S
£ Pulmao / 22
o
uT . ,
:..“? 4 Submandibular  Nivel Il Coluna vertebral 2.4 4.0 10*
@ e ilfaco
8
& 5 Submandibular  Nivel Il Pulmao 3.1 12.0 27*
g
- .
g 6 Trigono Pulméo 22 6.0 3g*
ol retromolar
[%2}
\C
% 7 Parotida Periparotideo 3.0 12.0 53
8 Parotida Nivel Il Pulmao 2.2 4.0 56*
9 Assoalho Nivel | Pulmao 2.2 2.0 18*
10 Parotida Pulmao / 71 2.4 6.0 85*
()
= 2 1n Base de lingual Pulmao / 65 2.3 6.0 107
- @
S £
o8 12 Palato duro vértebra / 97 2.1 6.0 101
Q=
3 < .
Z £ 13  Submandibular Pulméo / 56 25 6.0 98
© % Rim /61
= 14 Palato duro Pulmao / 46 15 1.0 68

*Perfodo entre tratamento e exame que detectou a metastase. *Obito

A partir desta observagdo do comportamento mais agressivo dos casos PMp, e,

ainda, que os mesmos tiveram 0s mais altos escores avaliados para MT, optou-se por

testar seus escores médios como cut-off para analises de sobrevida. Apenas a média do

escore geral, que foi 2,7, determinou ponto critico para sobrevida (p = 0,034) (Figura 11).



% sobrevida

Sobrevida emrelacao a expressaode MT

T

Média dos escores

-t >27

—_—t <27

v L] ) ) L
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Figura 11. Curva de sobrevida considerando a média de Escore Geral dos tumores
PMp como cut-off (p=0,0349). Outros escores ndo mostraram esta capacidade.
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7. Discussao

7.2 Dados Clinico-patolégicos

Os tumores de glandulas salivares tém um papel de destaque dentre as neoplasias
humanas pela diversidade morfoldgica apresentada e pela variabilidade de comportamento
biolégico (BOUKHERIS et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2000; LOYOLA et al., 1995).
Neste sentido, muitos estudos buscam por potenciais marcadores de prognostico. Até o
momento, nenhum deles se mostrou satisfatorio. Caracteristicas clinicopatolégicas como a
idade do paciente, localizagcdo do tumor, tipo e duracdo dos sintomas, estagio clinico,
modalidade do tratamento, subtipo histoldgico, invasdo perineural e presenca de margens
cirirgicas comprometidas tém sido rigorosamente analisadas na tentativa de prever casos
de CAC potencialmente mais agressivos (KHAN et al., 2001; PROKOPAKIS et al., 1999;
RAPIDIS et al. 2005). A presente investigacdo procurou avangar na possibilidade de
identificar um marcador de comportamento bioldgico, incluindo metastases e progndstico.
Esta proposta baseou-se em achados anteriores que mostraram haver uma relagéo entre a
expressdo da MT e comportamentos bioldgicos mais agressivos para diferentes tipos de
tumores, em especial de origem ectodérmica (CHERIAN et al., 2003; ALVES et al., 2007;
SUNARDHI-WIDYAPUTRA et al., 1995; YAP et al., 2009; JIN et al., 2001; CARDOSO
et al., 2009; LEE et al., 2008). Além disto, dados recentes mostraram que o subtipo sélido
de CAC de glandula salivar, reconhecidamente mais agressivo, apresenta padroes elevados

de expressdo de MT (ALVES et al., 2007).

Utilizou-se no presente estudo uma amostra representativa de CAC, considerada
assim por representar epidemiologicamente a maioria dos aspectos descritos na literatura.

Os pacientes do sexo feminino foram acometidos com maior frequéncia, assim como visto
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em outras séries (BUCHNER et al., 2007; KO et al., 2007; COHEN et al., 2004), embora
incidéncias semelhantes (BOUKHERIS, et al., 2009; KOKEMUELLER et al., 2004) ou
até maiores para sexo masculino foram publicadas (PEREZ et al., 2006). Houve variagdes
amplas de idade, permanecendo a média de 56 anos. Esta prevaléncia em adultos de meia
idade também tem sido bem caracterizada (BUCHNER et al., 2007; LOYOLA et al., 1995;

COHEN et al., 2004; KO et al., 2007).

As glandulas salivares menores foram mais comumente afetadas, com predilecéo
por palato, sendo que dentre as glandulas maiores, a glandula submandibular e a parétida
foram as mais envolvidas (LOYOLA et al., 1995; BUCHNER et al., 2007; KO et al.,
2007; PEREZ et al., 2006; GARDEN et al., 1995). A localizacdo em glandulas salivares
menores favorece recidivas e parece associar-se aos casos mais avancados (estagio 1V), e,
finalmente, ao pior prognostico (KO et al., 2007). De fato, todos os casos recidivantes da
presente amostra foram provenientes de glandulas salivares menores (p=0,005), entretanto,
a sobrevida ndo foi afetada. Acredita-se que os tumores em glandulas salivares maiores
tém um prognostico favoravel pela apresentagdo clinica precoce e pela maior facilidade de
remocao tumoral por completo (KHAN et al.,, 2001). Porém, estes casos estiveram
significativamente relacionados a metéstases em nosso estudo, contrapondo este conceito.
Além disso, relata-se na literatura um comportamento mais agressivo para tumores de
glandulas submandibulares, que mostram maior indice de metéastase e pior progndstico
(VAN DER WAL et al., 2002). Observamos em nosso trabalho que 48,3% dos tumores
metastaticos estiveram em glandula submandibular, sendo que destes, apenas um néao foi a
Obito durante o acompanhamento. Assim, parece que o melhor progndstico pode estar
relacionado aos tumores em par6tida, e ndo em glandulas maiores como um todo (PEREZ

et al., 2006).
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O tempo de queixa variou entre 1 a 180 meses, retratando aquilo observado
amplamente para CAC, ou seja, um tumor que frequentemente evolui de forma arrastada
(COHEN et al., 2004; PEREZ et al., 2006). Um periodo superior a 18 meses mostrou
impacto no progndstico em um dos trabalhos (PEREZ et al., 2006). Observamos também
que 0S casos metastaticos tiveram um tempo de queixa maior, mas sem correlacdo
significativa. De forma contraria, NASCIMENTO et al. (1986) observaram prognostico
pior e aumento de metéastase para 0s casos com menos de um ano de sintomas
(NASCIMENTO et al., 1986). Atentou-se também por correlacionar tempo de queixa com
tamanho tumoral neste estudo, porém ndo observamos nenhuma associacdo significante, o
que, indiretamente demonstra 0 comportamento heterogéneo do CAC. O sintoma mais
comum foi a percep¢do do aumento de volume de forma assintomatica, porém dor e/ou
parestesia esteve associada a mais da metade dos casos. Esta sensacdo de massa palpavel
indolor também foi mais comum nos casos de outras séries (COHEN et al., 2004). O
sintoma de dor, entretanto, foi mais frequente no presente estudo, representando cerca de
10-20% em outras séries (COHEN et al., 2004; KO et al., 2007). Alguns autores referem
que os sintomas de dor e parestesia possuem algum grau de interferéncia direcionando para
um pior prognéstico (PEREZ et al., 2006). Nao observamos esta diferenca na presente

amostra.

O tamanho tumoral variou de 0,5cm a 10,0 cm, com uma média de 3.6 (+ 2.3). A
sobrevida foi significativamente menor para T3 e T4, que séo tumores maiores que 4 cm
ou tumores de qualquer tamanho que apresentam invasdo extraparenquimatosa. Segundo
COHEN et al. (2004), os tumores T1 tendem a apresentar melhor prognostico do que T2
ou maiores, com aumento de até 63% na mortalidade (COHEN et al., 2004). Na presente
casuistica a mortalidade aumentou de 20% para 80% dos casos T1 e T2 para os T3 e T4.

Além disso, observou-se que 0s tumores metastaticos foram em média 2,2 cm maiores que



825

826

827

828

829

830

831

832

833

834

835

836

837

838

839

840

841

842

843

844

845

846

847

848

75

0s ndo metastaticos. KO et al. (2007) também verificaram esta associacéo, observando que
havia quantidade relativamente significante de casos metastaticos para tumores maiores

que 3 cm (KO et al., 2007).

Variagdes na sobrevida do CAC tém sido relatadas entre 37-48,6%
(KOKEMUELLER et al., 2004; COHEN et al., 2004). Muitos estudos demonstram que 0
estadiamento clinico e o subtipo histologico solido do CAC sdo fatores relevantes na
determinacdo do progndstico (COHEN et al., 2004; PEREZ et al., 2006; KO et al., 2007).
Na presente amostra, observou-se quantidade praticamente igual de casos estagiados como
doenca inicial (I e 11) e casos como doenga avangada (Il e IV). Os tumores em estéagio Il e
IV estiveram significativamente mais associados a menor sobrevida (48,2% foram a 6bito).
Outro trabalho mostrou mortalidade de 67 meses para estagios 1l e 41,5 para estéagios 1V,
semelhantes aos presentes resultados (KO et al., 2007). Ressalta-se que no presente estudo,
utilizou-se apenas o primeiro estadiamento clinico dado para cada caso, ou seja, aquela
classificacdo dada apds o resultado dos exames clinicos e imagiolégicos de admisséo. Este

resultado reforca o uso do sistema de estadiamento como marcador de prognéstico.

Neste estudo, o tipo histolégico cribriforme e o grau Il foram os mais comuns,
similarmente aos achados de outros ja publicados (PRASAD et al., 2008; COHEN et al.,
2004; SPIRO, 1997). O impacto no progndstico, entretanto, tem sido associado aos
tumores sélidos, que representaram apenas 1/5 dos casos do presente estudo. Estes tiveram
sobrevida menor (44,4%) que os demais tumores (82,5%), a maior agressividade dos
tumores sélidos, assim como relatado por outros (KHAN et al., 2001; FORDICE et al.,
1999; KO et al., 2007; PEREZ et al., 2006; KOKEMUELLER et al., 2004; FRIEDRICH et
al. 2003). Corroborando com outros autores (KO et al., 2007; RAPIDIS et al., 2005;

SUNG et al., 2003; NASCIMENTO et al., 1986), também achamos uma relacdo
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significativa entre tumores solidos e metéstase. Assim, o impacto do tumor so6lido na
sobrevida pode ser explicado, em parte, por seu maior potencial metastatico.
YAMAMOTO et al. (1992) avaliaram os casos de CAC primérios de sua casuistica em
comparagdo com suas respectivas recidivas e metastases. Eles observaram que durante a
progressao da doenca, os tumores podem evoluir de tubulares, nos estagios precoces, para
cribriformes e sélidos, decorrentes de sua progressao para estagios avangados do processo
carcinogénico. Possivelmente, esta seria uma provavel explicacdo para os achados de

lesBes sdlidas em pacientes mais velhos, com maiores tempos de queixas.

A invasdo perineural pdde ser vista em 13 casos deste estudo (26,5%), porém para
nenhum destes casos registrou-se recidivas (p=0,09). De forma contréria, alguns estudos
associaram invasdo perineural com aumento de recidivas, e @ maior incidéncia de margens
comprometidas (KHAN et al., 2001; KOKEMUELLER et al., 2004; GARDEN et al.,
1995). Todavia, estes dados mostram-se muito controversos (FORDICE et al., 1999;
PEREZ et al., 2006; DARDICK, 1996). Os presentes dados também estdo de acordo com
outros ja relatados, em relacdo & auséncia de associagdo entre invasdo perineural e
prognostico (PEREZ et al., 2006). Da mesma forma, ndo encontramos relagdo entre

metéstases a distancia e invasdo perineural (RAPIDIS et al., 2005).

Outro achado importante deste estudo foi a relagdo da presenca do
comprometimento marginal na redugéo da sobrevida. Outros trabalhos também pontuaram
0 comprometimento marginal como fator de prognostico (PEREZ et al., 2006; GARDEN
et al., 1995; SUR et al., 1997). SUR et al. (1997) encontraram que o status da margem
cirirgica tem um valor progndstico significante, pois dentre seus casos com margem
cirargica livre de doenca, houve um indice de sobrevida de 80% em 10 anos, bem maior

que 0s 26% para 0S casos com margens positivas. No entanto, outros estudos ndo
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confirmam estes achados, ressaltando o uso da radioterapia adjuvante como responsavel
por quebrar esta tendéncia (FORDICE et al., 1999; GARDEN et al., 1995). Esta
justificativa se aplica aos nossos achados, visto que 75,5% dos casos foram submetidos a
radioterapia pos-operatdria, e possivelmente por isto ndo observamos associacdo entre
margens e piora do prognostico (AVERY et al., 2000; MENDEHALL et al., 2004). Apesar
da tentativa de melhorias do controle local da doencga, estas ndo tém sido encaradas como
suficientes para evitar evolugdo metastatica, considerando que a metastase a distancia
ocorre independentemente do tratamento local como se fosse uma doenga independente
(KOKEMUELLER et al., 2004; GARDEN et al., 1995; KO et al., 2007). Spiro (1997)
verificou uma reducéo das recidivas ao longo dos anos pela adequacéo relativa do uso da
radioterapia, porém sem repercussdes significativas nos indices de metastases a distancia

(SPIRO, 1997).

O esvaziamento cervical tem sido indicado apenas para 0s casos em que se tem
algum sinal clinico ou imagiolégico que o justifique, em vista do baixo indice de
comprometimento metastatico nodal (KOKEMUELLER et al., 2004; COHEN et al.,
2004; KHAN et al., 2001; MENDENHALL et al., 2004; PROKOPAKIS et al., 1999). Dos
casos da presente amostra submetidos a esvaziamento cervical, todos apresentaram alguma
suspeita clinica ou cirdrgica do envolvimento linfonodal. No entanto, observamos uma
taxa de 16,32% de metastase linfonodal, compativel com os dados da literatura que variam
entre 9 e 20% (KOKEMUELLER et al., 2004; COHEN et al., 2004; PEREZ et al., 2006;
KO et al., 2007). Alguns autores defendem a remogdo do linfonodo sentinela para os
pacientes com tumores localizados em base de lingua e nasofaringe, que séo regides que
apresentam abundancia em vasos linfaticos (MENDENHALL et al.; 2004). Esta

associacdo pode ser virtualmente observada no presente estudo, pois houve uma maior
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frequéncia de metéastases regionais para os tumores de glandulas submandibulares, que

também séo regides ricas em vasos linfaticos.

Quanto as metéstases a distancia, parece ainda ndo existir informacdes terapéuticas
preventivas eficientes a ndo ser o diagnostico precoce, visto que as metastases tém sido
observadas como microscopicas precocemente no crescimento tumoral primério (SUNG et
al., 2003; RAPIDIS et al., 2005). O tempo necessério para o diagnostico da metéstase gira
em torno de 30 meses, variando de 1-109 meses apés a terapia inicial (COHEN et al.,
2004; KO et al., 2007; PEREZ et al., 2006). De acordo com PERES et al. (2006), 19% a
52% dos casos de CAC estdo associados a metéstases a distdncia. Em nossa casuistica, 0s
casos metastaticos como um todo representaram 28,6%, e assim como em outras
casuisticas, os pulmdes foram mais comumente afetados (COHEN et al., 2004; PEREZ et
al., 2006; FORDICE et al., 1999). Outros sitios como figado e 0ssos sdo também
acometidos com certa frequéncia, diferentemente dos nossos achados em que foram
identificadas na minoria dos casos. Ressalta-se aqui, que todos os pacientes em tratamento
de tumores malignos de glandulas salivares do INCA passam por exames de controle
realizados bimestralmente no primeiro ano, quadrimestralmente no segundo ano,
semestralmente no terceiro ano e anualmente a partir do quarto ano (Condutas do

INCA/MS. Revista Brasileira de Cancerologia, 2002).

Dados sobre metastases a distancia para diferentes regides do corpo podem,
entretanto, estar subestimados na literatura, dado que as mesmas podem permanecer
silenciosas, ndo sendo detectadas clinicamente durante a vida do paciente (VAN DER
WAL et al., 2002). Os pulmdes sdo os 6rgdos mais comumente afetados. Os trabalhos
relatam que os pacientes com metéstases unicamente pulmonares vao a 6bito em média um

ano apo0s aqueles com metastases em outros Orgdos, considerando mais agressivos
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especialmente os tumores com metastases 6sseas (VAN DER WAL et al., 2002). Também
foi observada maior frequéncia de metastase pulmonar em nosso estudo, porém,
comumente associada a outras metastases, sendo que apenas aqueles casos de metastase

exclusivamente pulmonar mostraram uma sobrevida relativamente prolongada.

Dentre os fatores clinicopatoldgicos relacionados ao progndstico, alguns estariam
diretamente associados a presencga de metastases, a saber: o tamanho tumoral entre T3 e T4
(COHEN et al., 2004; SPIRO, 1997); tempo de sintomas (NASCIMENTO et al., 1986);
subtipo histoldgico sdlido (SUNG et al., 2003; KHAN et al., 2001; MATSUBA et al.,
1986; PEREZ et al., 2006; NASCIMENTO et al., 1986); alto grau histolégico (RAPIDIS
et al., 2005); invaséo perineural (COHEN et al., 2004; RAPIDIS et al., 2005); recidiva
local (COHEN et al. 2004; SPIRO, 1997). Porém, permanecem ainda controvérsias em
relacdo ao seu valor preditivo (SPIRO, 1997; SUNG et al., 2003; VAN DER WAL et al.,
2002; MATSUBA et al., 1986; RAPIDIS et al., 2005). No presente estudo, maior
dimensdo tumoral, envolvimento de glandulas maiores, o estagio clinico avancado e
subtipo solido dos tumores, representaram dados que estiveram relacionados ao
comportamento metastatico tumoral. O envolvimento linfonodal também parece predispor
a metastases a distancia (SPIRO, 1997). Realmente, também observamos uma maior
incidéncia de metastases a distancia para 0s casos que tiveram envolvimento regional,

embora a andlise estatistica ficasse prejudicada em fungdo do tamanho da amostra.

No presente estudo, optou-se por dar atencdo especial aos casos metastaticos de
CAC considerando a cronologia das metastases, sejam elas regionais ou a distancia.
Nossos achados, dentro das condi¢fes do estudo, mostram que 0s casos PMp s&o mais

agressivos, pois destes, apenas 1(11,1%) ndo foi a Obito durante o periodo de
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acompanhamento dos pacientes; por outro lado, quatro (80,8%) dos PMt permaneceram

Vivos.

Alguns estudos identificaram diferencas entre casos de CAC segundo seu
comportamento metastatico. Apesar disto, ainda ndo é possivel perceber adequadamente
estas potencialidades, e assim identifica-las previamente ao evento. Sabe-se que ha uma
queda subita de sobrevida ap06s o diagndstico da metéstase, sendo que a sobrevida global
dos casos altera-se de 12,8 anos para entre 21,2 meses a 4,9 anos (KHAN et al., 2001; KO
et al., 2007). A OMS (BARNES et al., 2005) também reconhece o peso da metastase na
sobrevida, relatando que apenas 20% dos pacientes com metéastases sobrevivem o0s
primeiros cinco anos. Os achados de SUNG et al. (2003) reforcam esta percepcao,
mostrando que 76% dos pacientes de sua amostra de pacientes livres de metéstases,
permaneceram vivos ap6s 10 anos de acompanhamento, enquanto mais da metade dos
metastaticos foram a Obito. Ainda, 54% dos pacientes da amostra estudada por SPIRO
(1997) foram a Gbito apds trés anos do diagnostico das metastases. Baseando-se nestas
observagdes, pode-se concluir que 0s casos que j& se apresentam com metéastase logo a
primeira consulta, apresentam reducéo na sobrevida, tornando necessario acompanhamento
clinico mais estreito. A tomografia computadorizada e a ressonancia magnética, bem como
radiografias convencionais, sdo indicadas para os exames de controle local e a distancia da

doenca (KOKEMUELLER et al., 2004).
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7.2 Imunomarcacdo da MT

O desejo de fazer prognostico, ou seja, “fazer previsdes”, € algo inerente a
humanidade, o que explica a popularidade de fisicos e astrélogos. O diagndstico, o
prognostico e o tratamento sdo os trés elementos essenciais da arte da medicina, sendo que
0 prognostico é a mais antiga delas, cujo ponto chave é a capacidade de distinguir
caracteristicas da doenca que determinardo cursos clinicos distintos (GOSPODAROWICS
e O'SULLIVAN, 2003). Muitos pesquisadores procuraram avaliar se a expressdo da MT
tem alguma relacdo com o comportamento bioldgico de tumores de diversas origens. Os
resultados sdo frequentemente favordveis a utilizacdo da MT como marcador de
prognostico (ALVES et al., 2007; SUNARDHY-WIDYAPUTRA et al., 1995; CARDOSO
et al., 2009; LEE et al., 2008; YAP et al., 2009; JIN et al., 2001; JANSSEN et al., 2000;
MITANI et al., 2008; JAYASURYA et al., 2000; FERRARIO et al., 2008; SCHMID et
al., 2008; KONTOZOGLOU et al., 1989; CHIN et al., 1993; MOUSSA et al., 1997; WEI
et al., 2008; TAO et al., 2007; DATTA et al., 2007; MIDIDODDI et al. 1996; NGUYEN

et al., 2000; SOMJI et al., 2001; IOACHIM et al. 2001).

O presente estudo representa a primeira tentativa de investigar a relacdo da
expressdo da MT com comportamento bioldégico do CAC, incluindo metastases e
prognostico. Diferencas de expressdo de MT foram constantemente observadas entre PM e
PNM. A maioria dos casos PM de CAC mostraram expressao acima de 50%, enquanto isto
se deu em menos da metade dos casos. Além disso, 37% dos PNM mostraram marcagao
fraca, contra apenas 14% dos PM. De forma interessante, todos o0s valores baixos para cada
variavel, sempre pertenceram a PNM, da mesma forma que os valores mais altos sempre

foram PM. O Quickscore foi significativamente diferente entre os dois grupos. Esta
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formula considera na avaliacdo da expressdo de MT simultaneamente a intensidade e a
proporcdo das células marcadas, e tem sido usado como um método eficaz e rapido para
avaliar outros tipos tumorais (DETRE et al., 1995; GALLICCHIO et al., 2005).
YAMASAKI et al. (2006) utilizaram o Quickscore para avaliar a expressdo da MT em
carcinomas de bexiga. Eles encontraram correlagdo significativa entre alto escore de
expressdo da MT e sobrevida global, doenga-especifica, e ainda progressdo livre de doenca
(YAMASAKI et al., 2006). Utilizando técnica semelhante de multiplicacdo da intensidade
pela proporcdo de células marcadas, MCCLUGAGGE et al. (1999) mostraram associa¢ao

entre MT e alto grau de carcinomas de endométrio (MCCLUGGAGE et al., 1999).

Observou-se neste estudo uma frequéncia maior de positividade nuclear dentre os
casos PM, considerando ainda que nenhum caso de marcagao citoplasmatica foi observado
no grupo PM. Muitos estudos demonstram tanto marcagdo citoplasmatica como nuclear
dentre 0s casos, associando ambas com grau tumoral, recidivas e queda de sobrevida em
neoplasias renais, mamaérias, pulmonares, nasofaringeas, ovarianas, testiculares, de bexiga
urindria e inclusive de glandulas salivares (CHERIAN et al., 2003). Entretanto,
conceitualmente, para células em repouso (G0), a MT é uma proteina citosélica, podendo
ser translocada transientemente ao nucleo durante a proliferacdo e diferenciacdo
(NARTEY et al., 1987), reforcando o significado de sua associagdo com estados

proliferativos, e, conseguintemente, a0 comportamento agressivo.

Em um estudo recente foi demonstrado o valor prognostico da expressdo nuclear da
MT, que esteve correlacionada a uma deterioracdo do progndstico (CARDOSO et al.,
2009). Estes pesquisadores demonstraram uma associagdo da MT com a expressdo de p53,
uma proteina que é estabilizada por Zn e que estd envolvida na promocdo de mitose

(MEPLAN et al., 2000; SHIMODA et al., 2003). Tendo em vista 0 papel da MT na
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homeostasia do Zn, verificou-se que a MT pode exercer atividade quelante do Zn que
levaria a uma conformagcdo atipica da p53, causando instabilidade e induzindo a adocéo de
um fendtipo imunoldgico idéntico aquele de muitas formas mutadas da p53, onde as
proteinas perdem fungdo e se agregam a outras na forma nativa, assim impedindo sua
atividade antitumoral (BUTLER e LOH, 2003; RAINWATER, 1995; CHERIAN et al.,
2003). Paralelamente, existem outros fatores envolvidos na multiplicagcdo celular e que
contém dominios de dedos de Zn, assim podendo abrogar a atividade de multiplicacdo
celular por fatores tais como receptor de estrégeno e o fator nuclear k (THEOCHARIS et
al., 2004; THIRUMOORTHY et al., 2007; CHERIAN et al., 2003). De fato, a MT também
tem sido apontada como um marcador promissor de prognostico devido & sua diferencial
habilidade de interagir com metais e outras moléculas i6nicas assim influenciando a
homeostasia metalica, mecanismos de resisténcia e defesa celular, mecanismos
antioxidantes e angiogénese (NORDBERG e NORDBERG, 2009; NIELSEN et al., 2007;
THEOCHARIS et al., 2004; PENKOWA, 2006; NIELSEN et al., 2007). Nosso trabalho
particularmente mostra sinais de que a MT possa estar envolvida no comportamento
metastatico do CAC, sendo estes sinais mais evidentes para destacar 0s casos metastaticos

mais agressivos (PMp).

Comparando-se o padrdo de expressdo da MT para os casos PMp, PMt e PNM, é
possivel observar que os valores se distanciam entre PMp e PMt, sendo mais altos para o
primeiro, enquanto se aproximam entre PMt e PNM. Nestes casos, valores significantes de
p foram obtidos avaliando-se a média dos escores, a intensidade de marcacdo e o indice
(escore) do Quickscore para os casos PMp, comparativamente aos casos PNM (p=0,0394;
p=0,0481 e p=0,0277, respectivamente). Estes resultados reforcam a percepgdo da
utilizacdo da MT como marcadora de agressividade tumoral, visto que casos cujas

metastases sdo emitidas em uma fase precoce revelam um padrdo de progressdo tumoral
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avancado (SUNG et al., 2003; RAPIDIS et al., 2005). Reforga esta idéia, o fato de os casos
PMp apresentarem sobrevida extremamente baixa, com evolucdo para 6bito em curto
periodo de tempo. Estes achados convergem com aqueles observados para carcinomas de
mama. Alguns trabalhos mostraram que casos que recidivaram e casos metastaticos de
carcinomas de mama marcam MT intensamente em comparagdo com 0S demais,
confirmando a importancia da MT durante o comportamento tumoral mais agressivo que
culmina em pior sobrevida (SCHMID et al., 1993; HAERSLEV et al., 1995). Esta
associacdo da expressdo de MT com a progressao tumoral é corroborada pelos achados de
HAERSLEV et al. (1994), ao demonstrarem que as metéstases tumorais dos carcinomas de
mama possuem padrdo de marcagao distinto dos tumores primarios, cujas marcac¢des foram

menores em toda amostra (HAERSLEV et al.,1994).

A expressdo de MT também tem sido correlacionada ao potencial metastéatico
tumoral de carcinomas originarios de vérios outros tecidos. SZELACHOWSKA et al.
(2009) mostraram marcagdo significativamente maior de MT em tumores primarios
metastaticos orais em compara¢do com 0s ndo metastaticos. Além disso, demonstraram
que a marcacdo citoplasmética predominou nos tumores primarios em compara¢do com
suas respectivas metéstases, sugerindo a transicdo nuclear da MT durante a progresséo
tumoral para um fenotipo metastatico (SZELACHOWSKA et al., 2009). A relagéo entre a
alta frequéncia de metastases tanto linfonodais como a distancia e a superexpressdo MT foi
observada tanto por imunohistoquimica quanto em PCR para carcinomas esofagicos
(HISHIKAWA et al., 1999). O mesmo foi relatado para carcinoma gastrico, onde 0s
autores ainda identificaram maior expressdo da MT quanto maior a quantidade de nodos
metastaticos (GALIZIA et al., 2006). LI et al. (2005) relataram que por meio de PCR
obtém-se associacdo entre MT e metéstase linfonodal e metéstase a distancia para

carcinomas de mucosa coloretal (LI el al., 2005).
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A observacdo de maior intensidade de marcagdo de MT nos tumores menos
diferenciados reforca a percepgdo da MT como marcadora de progressédo tumoral. Assim,
como relatado por ALVES et al. (2007), a expressio de MT em CAC solidos foi
marcadamente elevada, comparativamente aos outros subtipos (ALVES et al., 2007). O
fato da maior expressédo da MT estar relacionado com tumores menos diferenciados, ou de
pior grau histolégico é quase unanime para as neoplasias malignas de mama (FRESNO et
al., 1993; HAERSLEV et al., 1995; EL SHARKAWY e FARRAG, 2008; IOACHIM et
al,, 1999; JIN et al., 2001; YAP et al., 2009; SUTOH et al., 2000). Da mesma forma,
outros trabalhos tém demonstrado resultados compativeis para tumores de origem
ectodérmica (CARDOSO et al., 2002; DUTSCH-WICHEREK et al., 2008), mesodérmica
(WEI et al., 2008; NGUYEN et al., 2000) e endodérmica (OFNER et al., 1994; EID et al.,

1998).

O subtipo solido representou mais de 1/3 dos PM. Este fato nos remete a discutir se
a maior expressdo de MT no grupo de metastaticos foi devido a presenca dos tumores
solidos neste grupo e ndo especificamente a sua associacdo com progressdo tumoral e
mecanismos envolvidos na geracdo das metéstases. Para investigar tal possibilidade,
avaliamos separadamente 0s casos sélidos do grupo PM em compara¢do com 0S casos
solidos do grupo PNM. O escore geral e o Quickscore, assim como intensidade da
marcacdo da MT, tanto semiquantitativa como quantitativa, estiveram significativamente
aumentados nos tumores sélidos PM. Este resultado é muito importante do ponto de vista
em que evidencia um comportamento heterogéneo dentro da variante solida, e ainda indica
que uma maior atencdo deve ser dada ao uso da MT para determinagdo do prognostico.
No6s mostramos que o pior prognostico se deu quando combinados metastase e subtipo
solido, porém demonstramos que a metéstase muitas vezes ndo se apresenta em curto

prazo. Assim, uma alta marcagdo da MT nos tumores s6lidos pode sugerir uma maior
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investigacdo clinica para a identificacdo da metastase, considerando ainda que sua maior
expressdo também se relacione aos tumores de metastase precoce (PMp) e que algumas
vezes existem indicios da presenca da metéastase nos exames radiograficos de torax e a
mesma pode ser confundida com alteragdes corriqueiras, assim sendo subestimadas (VAN

DER WAL et al., 2002).

Observou-se nos carcinomas de mama uma maior expressdo de MT nas regides de
pleomorfismo nuclear severo e maior quantidade de mitoses (HAERSLEV et al., 1995;
ZHANG et al., 2000; FRESNO et al., 1993). Além disso, para os carcinomas ductais de
mama as marcagdes intratumorais tendem a intensificar-se junto ao componente invasivo
(SCHMID et al., 1993). Esta marcacdo também se destaca de forma nitida nas regides
intratumorais de carcinoma in situ (IOACHIM et al., 1999; GALLICCHIO et al., 2005).
Neste sentido a MT parece estar envolvida tanto no processo de carcinogénese como na
progressdo tumoral. Este dado pdde ser visto para 0s carcinomas de mucosa oral, onde 0s
autores mostram que a ativacdo de MT inicia um papel importante na conversédo de uma
lesdo oral potencialmente maligna (leucoplasia) em um carcinoma, desde 0s estagios
iniciais (PONTES et al., 2009). A transi¢cdo metaplasia-displasia-adenocarcinoma também
se associou ao aumento gradual de MT em carcinomas de esofago (DUTSCH-

WICHEREK et al., 2008).

De fato, a maioria das pesquisas de expressdo da MT ainda é com tumores
mamarios, mostrando que a superexpressdo da proteina segrega casos de sobrevida
(FRESNO et al., 1993; HAERSLEV et al., 1995; OYAMA et al., 1996; SENS et al.,
2001). CARDOSO et al. (2002) mostraram que 0s carcinomas orais com indice de
marcacao superior a 76% tiveram prognostico significativamente pior do que aquelas com

menor expressdo (CARDOSO et al., 2002). Os pacientes que portavam tumores de esdfago
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negativos para MT tiveram sobrevida significativamente maior (DUTSCH-WICHEREK
et al., 2008). No presente trabalho, observou-se que um escore de 2,7 segregou 0s casos em
grupos com sobrevida estatisticamente diferentes, pois 0s casos marcados com valores
acima de 2,7 tiveram pior prognostico. Este valor representa o valor médio de marcagdo
considerando 0s casos PMp, o que mais uma vez salienta o potencial de agressividade

destes casos e o poder prognostico da MT.

Neste ponto, aspectos da expressdo da MT na glandula salivar normal merecem ser
considerados. A MT tem sido também referida como uma marcadora de células
mioepiteliais tanto em glandulas salivares (SUNARDHI-WIDYAPUTRA et al., 1995;
MURAMATSU et al., 2000; PRASAD et al., 2007) como em glandulas mamarias (Jin et
al., 2001). Um trabalho avaliando a expressdo MT em células mioepiteliais de glandulas
mamarias relatou que a mesma pode ser decorrente da sua habilidade na produgéo de
fatores de crescimento como TGF-a e bFGF e grande quantia de secre¢des paracrinas (JIN
et al., 2001). Nesta linha, os autores associam a expressdo da MT em células ductais as
mudancas intracelulares decorrentes da transformacéo neoplésica, onde as células ductais
podem produzir de forma ectopica 0 TGF-a e bFGF. Neste sentido, a expressao da MT em
neoplasias de glandulas salivares ou mamarias poderia significar tanto um sinal de maior
agressividade celular, considerando a influéncia da MT em diversos fatores que favorecem
a multiplicacdo celular, como j& discutido anteriormente, ou reflexo de sua expressdo do
fenotipo mioepitelial. De fato, na amostra do presente estudo, observou-se que a MT
expressava-se em células de morfologia mioepitelial. Assim, muitos casos de expressavam
padrdo de marcagdo em mosaico. Possivelmente por uma alternancia de células epiteliais e
células mioepiteliais. Entretanto, CARDOSO et al. (2009) sugerem que este padrdo
representa diferengas fenotipicas dentre as células neoplésicas, adquiridas durante a

progressdo tumoral (CARDOSO et al., 2009). Considerando que 0s tumores primarios
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apresentam marcagdo menor que a metastase (HAERSLEV et al., 1994), e ainda os
resultados do nosso estudo e o de outros autores demonstrando associagdo da MT com
metastase (HAERSLEV et al., 1994; SZELACHOWSKA et al., 2009; HISHIKAWA et
al., 1999; GALIZIA et al., 2006; LI et al., 2005), faz-se necessario um estudo a fim de
identificar o padréo especifico de MT para as células mioepiteliais, a fim de evitar falsas
interpretacdes com relacdo a MT em glandulas salivares e mamérias. Alguns autores
iniciaram esta investigagcdo da expressdo génica funcional, mostrando que enquanto 0s
genes MT-2A e MT-1E estavam ativos em ambas as células, 0 MT-1G e o MT-1F foram
significantes apenas em células mioepiteliais (TAI et al., 2003; JIN e VINCENT, 2001;
JIN et al., 2000). Ainda sdo necessarios muitos estudos para avangarmos neste

conhecimento.

Um trabalho recente avaliou varios marcadores de células mioepiteliais em CAC e
adenocarcinomas polimorfos de baixo grau, demonstrando esta relagcdo dentre marcadores
especificos mioepiteliais e MT. Chama atencdo, no entanto, o fato de que os casos de CAC
solidos da amostra destes autores mostraram decréscimo de expressdao de todos o0s
marcadores (PRASAD et al., 2008). Diferentemente, os casos sélidos da presente amostra
mostraram os maiores indices de marcacdo para MT, fato que também foi demonstrado por
ALVES et al 2007. Porém também encontramos desencontro com o dado de ALVES et al.
(2007) quanto & presenca de marcagdo nuclear nos tumores solidos, pois 0s autores
relataram uma transicdo para citoplasma ao invés da transicdo nuclear detectada por nos.
Tais discordancias servem como estimulo ao uso do PCR para determinar a expressdo da
MT no CAC, a fim de verificar quais 0s genes estdo especificamente envolvidos na
agressividade tumoral. Por exemplo, para carcinomas de mama, sabe-se que o MT-2A est4
relacionado & atividade proliferativa enquanto o MT-1E se encontra mais envolvido com

potencial de invasividade por influenciar a expressdo de receptor de estrogeno (ABDEL-
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MAGEED e AGRAWAI, 1997; JIN et al., 2000). Uma avaliagdo com este propdsito
também podera ajudar a separar os casos de CAC ndo metastaticos e menos agressivos
que, no entanto, superexpressam MT. A criacdo de sondas para analises por FISH também
podera fornecer informaces interessantes no sentido de identificar o gene ativo e em qual
célula estd expresso. Deve-se lembrar que a literatura pertinente descreve que anticorpo
E9, utilizado neste experimento, reage indistintamente para MT-1 e MT-2, descartando a
presenca de MT-3 e MT-4. Desta forma, precisa-se também avaliar o significado das
outras isorformas em estudos subsequentes.

Finalmente, foi demonstrado que a desregulacdo da MT com oligonucleotideos
antisenso induz paralisacdo da atividade proliferativa e apoptose nas células cancerigenas
mamarias que superexpressavam MT (ABDEL-MAGEED e AGRAWAL, 1997). Uma
analise do ciclo celular revelou um aumento de apoptose nestas células com atividade de
transcricdo de MT prejudicada apds exposi¢do a doxorrubicina. O que implica dizer que a
MT pode atrapalhar mecanismos de apoptose (YAP et al., 2009). Desta forma, os estudos
de expressdo de MT e sua associacéo frequente com o pior prognéstico levam a crer que a

MT representa um alvo promissor para a terapéutica antitumoral.
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8. Conclusao

1. Os CAC estudados na presente amostra, em geral, mostraram dados

clinicopatoldgicos semelhantes aqueles observados na literatura quanto a idade, sexo dos
pacientes acometidos, localizagdo preferencial das lesdes, sintomatologia, padrdes de
estadiamento no diagndstico, taxas de recidiva, metastases e prognostico. Acometeu
pacientes na 6% década de vida, leucodermas, afetando mais frequentemente palato e
glandulas submandibulares, manifestando-se como aumento de volume, doloroso em
aproximadamente 1/3 dos casos, sendo diagnosticados com maior frequéncia como doenga
avancada (estagios Il e V). O subtipo histologico mais frequente foi o cribriforme,
predominando tumores com grau histolégico de malignidade moderado. Metéstases foram
observadas em aproximadamente 1/4 dos tumores, sendo mais frequentes em Orgdos

distantes como pulmao.

2. Metéstases foram significativamente associadas & uma reducéo na sobrevida dos
pacientes, mormente quando diagnosticadas na primeira consulta do paciente. A presencga
de tumores maiores foi favorecedor de metéstases. Estagio avancado da doenga e subtipo

histoldgico sélido foram fatores associados ao pior prognéstico.

3. A MT foi expressa em todos os subtipos de CAC, preferencialmente nas células
abluminais das estruturas ductiformes, intensificando-se nos casos soélidos, nos quais ha

menor diferenciagdo e menor proporcdo de estruturas ductais.

4. Dentro das condicOes do presente estudo, a expressdo da MT baseada no método
do Quickscore (produto do nimero de células marcadas pela intensidade predominante) foi

associada a metastases. Da mesma forma, a marcacdo mais intensa de MT foi associada a
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menor indice de sobrevida. Similarmente, tumores primérios com metéstases precoces

apresentaram altos indices de M T, maiores que nos metastaticos tardios.

6. A MT apresenta-se como um potencial marcador de comportamento biol6gico

parao CAC.
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Classificagdo Tumor-nodo-metéstase (TNM) para tumores de glandulas salivares

T - Tumor primario

™ Tumor primario inacessivel

TO Sem evidéncia de tumor primério

T1 Tumor<2 cm em sua maior dimens&o, sem extensao extraparenquimal *

T2 Tumor entre 2 e 4 cmem sua maior dimensdo sem extensdo extraparenquimaf®
T3 Tumor>4 e/ou tumor com extensao extraparenquimal*

T4a Tumor invade pele, mandibula, canal auditivo ou nervo facial

T4b Tumor invade base do créanio, placas pterigéideas ou envolve artéria carétida

N- Linfonodos regionais (Nodos cervicais)

NX Linfonodos regionais inacessiveis

NO Sem metastase linfonodal

N1 Metastase em um Unico nodo ipsilateral, <3cm em sua maior dimens&o

N2 Metastases como especificado abaixo

N2a Metastase em um Unico nodo ipsilateral, medindo entre 3 e 6 cm em sua maior dimenséo
N2b Metastases em mdltiplos nodos, todos <6cmem sua maior dimens&o

N2c Metastase em nodos bilaterais ou contralaterais, < 6 cmem sua maior dimensao

N3 Metastases nodais maiores que 6 cm

M - Metastase adistancia

MX Metastases a distancia inacessiveis
MO Sem metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

Stage | T1 NO MO
Stage Il T2 NO MO
Stage il T3 NO MO

T1, T2, T3 N1 MO
Stage IVA T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Stage IVB T4b Any N MO
Stage IVC Any T Any N M1

* Nota: Extensao extraparenquimal € uma evidéncia clinica ou macroscopica de invasao dos tecidos
moles, as evidéncias microscépicas sozinhas nédo séo usadas para esta classificagéo.

(Traduzido de Lester D.R.Thompson - Head and Neck Pathology)
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Metastaticos
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DO PAVILHAO AURICULAR, SACRIFICIO DO NERVO
FACIAL E LINFADENECTOMIA CERVICAL PROFUNDA E
TARSORRAFIA

GLOSSOPELVECTOMIA

ESVAZIAMENTO CERVICAL + RESSECGAO DE
SUBMANDIBULAR
PAROTIDECTOMIA TOTAL CPF

MAXILECTOMIA DE INFRA E MESO ESTRUTURA

SUBMANDIBULECTOMIA
N
ESTAFILECTOMIA
MAXILECTOMIA TOTAL
MAXILARECTOMIA
TIREOIDECTOMIA PARCIAL
N

RESSECGAO DE TUMOR EM GLS SALIVARES

RESSECGAO DE GLD. LINGUAL E GLD. SUMAND.

AMPLIAGAO DE MARGENS
PAROTIDECTOMIA TOTAL
MICROCIRURGIA, RESSECCAO

RESSECGAO DE TUMOR DE MUCOSA JUGAL

PAROTIDECTOMIA TOTAL
GLOSSECTOMIA PARCIAL
MAXILARECTOMIA SUBTOTAL E
MAXILECTOMIA DE INFRA-ESTRUTURA +
ESTAFILECTOMIA PARCIAL
SUBMANDTOMIA D CPF
PAROTIDECTOMIA SUPERFICIAL CPF
RESSECGAO DE GLS SUBLINGUAL
RESSECGAO DO HEMIPALATO D, PARTE OSSEA DO REB
ALVEOLD
MAXILARECTOMIA PARCIAL
PAROTIDECTOMIA TOTAL D
RESSECGAO DE GL. SUBLINGUAL + MDTOMIA
SEGMENTAR
AMPLIAGAO DE MARGENS

RESSECGAO DE TUMOR EM MUCOSA GENGIVO-JUGAL E
N
RESSECGAO DE TU PALATO DURO + REBORDO

RESSECGAO DE LESAO EM LABIO SUP
N

MXTOMIA PARCIAL E DE IFRA E MESO ESTRUTURA
N
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DADQOS DE SEGUIMENTO

Tempo de Estado final
Caso acompanhamento (O:Qenesurado, Recidiva
(meses) 1=0bito)
1 85 1 N
2 8 1 N
3 62 1 N
4 65 1 N
8 5 10 1 N
= 6 27 1 N
N 7 38 1 N
g 8 107 0 N
() 9 101 0 S
= 10 98 0 N
11 53 0 N
12 68 0 S
13 56 1 N
14 18 1 N
15 19 0 N
16 80 0 N
17 119 0 Palato e 6rbita
18 98 0 N
19 98 0 N
20 73 0 N
21 73 1 S (LHP C00-004668)
22 101 0 N
23 82 1 N
24 13 1 N
= 25 53 0 N
% 26 104 0 N
a 27 90 0 N
§ 28 39 0 N
:E 29 97 0 S (LHP H06-00483)
o 30 92 0 N
Q
. : N
(o} 0 N
chts 33 23 0 N
72} 34 82 0 N
§e] 35 52 0 N
E 36 83 0 N
= 37 70 0 N
o 38 81 0 N
39 72 0 N
40 51 0 N
41 57 0 N
42 73 0 S
43 37 0 N
44 20 1 N
45 65 0 N
46 11 0 NAO
47 59 1 S LOCAL
48 73 1 N
49 23 0 ) 3x



DADOS HISTOPATOLOGICOS

Metastaticos

Primarios Nao Metastaticos (PNM)

Caso

B
LB owo~Nos~®wN R

o
A WN

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Padrao
histolégico

Cribri.
Sélido
Cribri.
Sélido
Sélido
Sélido
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Tubular
Sélido
Tubular
Cribri.
Tubular

Tubular
Cribri.
Tubular
Tubular
Cribri.
Sélido
Sélido
Sélido
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Sélido
Cribri.
Tubular
Cribri.
Tubular
Cribri.
Cribri.
Tubular
Cribri.
Tubular
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Cribri.
Tubular
Tubular
Tubular
Cribri.
Tubular
Cribri.

Margem cirtrgica

Compro.
Livre
Compro.
N av aliada
N av aliada
Livre
Compro.
Compro.
Compro.
Livre
Compro.
Compro.
Compro.
Livre

Compro.
N avaliada
Livre
Compro.
N avaliada
Livre
Compro.
Livre
N avaliada
N avaliada
Compro.
Livre
N avaliada
Livre
Compro.
Compro.
Compro.
Livre
Compro.
Compro.
N avaliada
N avaliada
Compro.
Livre
Compro.
Livre
Livre
Livre
Livre
Livre
Compro.
Livre
N avaliada
Compro.
N avaliada

Invasao
perineural (1.
nao; 2. sim)

NRPRNNRPRRPRRLRNRRNRPR

PRPRRPRPNNNRPRRPRNRNRPRRPRRPRRPRPRPRPRPNRPRPRRPRPREPRPRPRRERPRERPRERRERNN
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PLANILHAS DOS CASOS DE CAC
(A: Compartimento de marcacédo; B: Intensidade; C: Proporcao; D: % nicleos marcados)

COos

)

N&io Metastatioos (PNIV)

Mmarios

Pri

Caso

PR e
NN EBO0OO~NO O MWN R

H
N

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Média geral
caso

2,4
2,7
2,7
2,7
2,4
3,1
2,2
2,3
2,1
2,5
3,0
1,5
2,2
2,2

2,5
2,1
2,4
2,3
1,9
2,0
2,3
2,5
1,7
1,6
2,1
2,4
2,3
2,7
1,1
2,1
2,6
2,2
0,8
2,8
2,5
2,0
2,8
2,5
2,3
1,9
0,9
2,8
2,4
2,0
1,4
2,0
2,8
3,0
3,0

A

2,6
2,8
2,7
2,9
2,7
3,0
1,7
2,3
1,9
2,4
2,4
1,6
2,1
2,3

2,8
2,0
2,5
2,5
1,5
2,6
2,7
2,7
2,1
1,2
1,9
2,3
2,1
2,8
1,3
2,5
2,8
2,9
1,1
2,9
2,8
1,9
2,9
2,2
2,6
1,9
1,1
2,7
2,3
2,1
1,2
2,2
2,9
3,0
2,7

B

1,7
2,0
1,9
2,0
1,6
2,5
1,8
1,5
1,8
2,0
3,0
1,1
1,8
1,4

2,1
1,6
1,8
1,6
1,5
1,2
1,5
1,6
0,9
1,5
1,7
2,0
1,6
2,2
0,7
1,3
1,8
1,1
0,5
2,2
1,9
1,8
1,9
2,2
1,9
1,5
0,6
1,9
1,9
1,2
1,2
1,3
2,1
2,7
2,3

C

2,8
3,0
3,0
3,0
2,5
4,0
3,1
2,7
2,7
2,8
4,0
1,5
1,7
2,3

2,4
3,0
2,8
2,3
3,2
2,0
2,2
3,1
1,2
2,8
2,0
2,4
2,9
2,9
0,8
2,1
2,9
1,8
0,5
3,2
2,6
2,5
3,5
3,1
2,0
2,3
0,7
3,5
2,5
2,5
2,1
2,1
3,5
3,4
3,9

D

2,8
2,9
3,0
3,0
2,8
3,0
2,2
2,8
2,2
3,0
2,4
1,8
3,0
2,7

3,0
2,0
2,4
2,9
1,7
2,4
3,0
2,8
2,7
1,1
2,7
3,0
2,5
3,0
1,7
2,7
3,0
3,0
1,2
3,0
2,9
2,1
3,0
2,6
2,9
2,0
1,3
3,0
3,0
2,2
1,1
2,5
2,9
3,0
3,0
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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