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RESUMO

Sedassari BT. Expressdo de fatores de transcri¢do relacionados a pluripoténcia de células-
tronco na progressdo do carcinoma ex-adenoma pleomorfico [tese]. Sdo Paulo: Universidade
de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2016. Verséo Corrigida.

O adenoma pleomérfico (AP) € a neoplasia mais frequente das glandulas salivares e a sua
transformacdo maligna em um carcinoma ex-adenoma pleomdrfico (CXAP) é um evento
incomum que ocorre em menos de 10% dos casos. O CXAP é tipicamente uma neoplasia
infiltrativa, de alto grau e associada com metastase linfonodal no momento do diagndstico.
Acredita-se que a patogénese do CXAP tenha como base o acimulo de alteracbes genéticas
em APs de longa duracdo. Evidéncias recentes tém demonstrado que neoplasias podem conter
subpopulacdes de células raras, com capacidade de auto-renovacao e potencial proliferativo
indefinido, as chamadas células-tronco neopléasicas (CTN). As CTN parecem estar envolvidas
nos processos de iniciacdo e progressao neoplasicas, assim como metastases e resisténcia
terapéutica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo imuno-histoquimica, tanto nas
areas benignas quanto nas malignas, dos fatores de transcri¢do relacionados a pluripoténcia de
células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog em CXAPs em fases precoces (7 intracapsulares e 3
minimamente invasivos) e avancada (14 francamente invasivos) de progressao histologica. A
analise dos resultados de imuno-histoquimica foi realizada de maneira semi-quantitativa de
acordo com o escore 0 (auséncia de células positivas), 1 (<30% de células positivas), 2 (30-
60% de células positivas e 3 (>60% de células positivas). Correlacionou-se, ainda, esses
resultados com parametros anatomopatologicos de agressividade neoplésica através do teste
Exato de Fisher. A parétida foi a glandula mais acometida em ambos 0s grupos (62,5%), e
homens e mulheres foram igualmente acometidos. A média de idade foi 61,1 anos. No grupo
de CXAPs precoces, Bmi-1 foi expresso no componente carcinomatoso de todos 0s casos e
em escassas células das areas benignas de 1 caso. O fator SOX2 foi expresso pelas células
carcinomatosas em 90% desses casos e em escassas células do AP residual de 1 caso. Ja
Nanog foi expresso apenas no componente maligno de 60% dos casos. Por outro lado, Bmi-1
foi expresso nas areas malignas de 71,4% dos CXAPs avangados e em ocasionais celulas da
area benigna de 1 caso. O AP residual de nenhum caso desse grupo foi positivo para SOX2 e
Nanog, que foram expressos pelas areas malignas em 92,8% e 35,7% dos casos,

respectivamente. Assim, notou-se queda na expressdo de Bmi-1 e Nanog na progressdo do



CXAP. Ainda, a expressdo de SOX2 parece correlacionar-se com necrose neoplésica (p=0,06)
e metéstase linfonodal ao diagndstico (p=0,08), entretanto a amostra estudada parece pequena
para evidenciar esse dado estatistico. Concluiu-se que Bmi-1, SOX2 e Nanog séo
superexpressos na transformacdo maligna do AP. Entretanto, Bmi-1 e Nanog aparentemente
ndo exercem funcdo determinante no processo de progressao neoplasica, ao passo que SOX2
parece contribuir com o processo de metastase em CXAP.

Palavras-chave: Adenoma pleomorfico. Carcinoma ex-adenoma pleomérfico. Células-tronco.

Imuno-histoquimica. Bmi-1. SOX2. Nanog.



ABSTRACT

Sedassari BT. Expression of stem cell-related pluripotency transcription factors in carcinoma
ex pleomorphic adenoma progression [thesis] Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2016. Versédo Corrigida.

Pleomorphic adenoma (PA) is the most common salivary gland tumor and its malignant
transformation into a carcinoma ex pleomorphic adenoma (CXPA) is an unusual event
occuring in less than 10% of the cases. The CXPA is typically an infiltrative and high-grade
neoplasm at diagnosis associated with lymph node metastases. It is believed that the
pathogenesis of CXPA is based on the accumulation of genetic changes in long-standing PAs.
Recent evidences have shown that tumors may contain subpopulations of rare cells, capable
of self-renewal, and with indefinite proliferative potential, the so-called neoplastic stem cells
(NSC). The NSC appears to be involved in neoplastic initiation and progression, as well as
metastasis and treatment resistance. The objective of this study was to evaluate the
immunohistochemical expression of stem cell-related pluripotency transcription factors Bmi-
1, SOX2, and Nanog in benign and malignant areas of CXPA at early (7 intracapsular and 3
minimally invasive) and advanced (14 frankly invasive) stages of histological progression.
Immunohistochemical analysis was performed semiquantitatively according to the scores 0
(no positive cell), 1 (<30% positive cells), 2 (30-60% of cells positive, and 3 (>60% positive
cells). These results were also correlated with pathological parameters of neoplastic
aggressiveness using the Fisher's Exact test. The parotid gland was the most affected site in
both groups (62.5%), and men and women were equally affected. The mean age was 61.1
years. In the early CXPA group, Bmi-1 was expressed in carcinomatous component of all
cases and in occasional cells of benign areas of 1 case. The SOX2 factor was expressed by the
carcinomatous cells in 90% of cases and scant cells in residual PA of 1 case. Nanog was
expressed in 60% of cases, only in the malignant component. On the other hand, Bmi-1 was
expressed in malignant areas of 71.4% of advanced CXPAs and in occasional cells of benign
area of 1 case. The residual PA of none of the cases in this group was positive to SOX2 and
Nanog, which were expressed by carcinomatous areas in 92.8% and 35.7% of cases,

respectively. Thus, it was noted that Bmi-1 and Nanog expression decreases in CXPA



progression. Yet, SOX2 expression seems to be correlated with neoplastic necrosis (p= 0.06)
and lymph node metastasis at diagnosis (p=0.08), but the current sample seems to be small to
evidence this statistic data. It was concluded that Bmi-1, Nanog, and SOX2 are overexpressed
in malignant transformation of PA. However, Bmi-1 and Nanog apparently do not exert a
decisive role in the process of neoplastic progression, while SOX2 seems to contribute to the
process of metastasis in CXPA.

Keywords: Pleomorphic adenoma. Carcinoma ex pleomorphic adenoma. Stem cells.

Immunohistochemistry. Bmi-1. SOX2. Nanog.
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1 INTRODUCAO

O adenoma pleomorfico (AP) € a neoplasia epitelial benigna mais comum que
acomete as glandulas salivares e sua transformacdo maligna em um carcinoma ex-adenoma
pleomorfico (CXAP) é um evento raro que ocorre em menos de 10% dos casos (1, 2). A
patogénese do CXAP ainda é pouco compreendida, entretanto acredita-se ter como base o
acumulo de alteracGes genéticas em APs de longa duracéo (1, 2). Tipicamente 0 CXAP € uma
malignidade invasiva e de alto grau histologico no momento do diagnostico, frequentemente
associada a metéstase e 6bito (1-3). Entretanto, se o carcinoma esta confinado a cpsula do
AP (CXAP intracapsular) o progndstico € excelente, semelhante ao do AP sem transformacéo

maligna (1-4).

Estudos recentes tém demonstrado que neoplasias podem conter subpopulacdes de
células descritas como raras, mas com potencial proliferativo indefinido e capacidade de auto-
renovacdo, as chamadas células-tronco neopléasicas (CTN). Existem, ainda, evidéncias de que
essas células estejam envolvidas nos processos de iniciacdo e progressdo neoplasicas, bem
como resisténcia terapéutica (5). Dessa maneira, as CTN parecem compor um alvo

terapéutico interessante e promissor (6).

A identificacdo das CTN em neoplasias solidas tem sido possivel através da expressao
de marcadores relacionados com caracteristicas fenotipicas associadas as células-tronco, entre
0s quais se destacam Bmi-1, SOX2 e Nanog (7). Além disso, a expressdo aberrante desses
marcadores é associada com tumorigénese, bem como perda de diferenciacdo pelas células
neoplésicas, invasdo, metastase e mau progndstico em diversas neoplasias, incluindo
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco e neoplasias de glandula salivar (8). Todavia,

ainda ha muito a ser investigado sobre o papel das CTN em neoplasias de glandulas salivares.

A transformacdo do AP em CXAP representa um interessante modelo de
carcinogénese, entretanto sdo poucos os estudos disponiveis na literatura atual focados na
compreensdo dos complexos mecanismos envolvidos na progressdo do AP para a
malignidade. Além disso, a compreensdo desse processo é crucial para o desenvolvimento de
técnicas diagnosticas mais precisas e de novas estratégias terapéuticas. Assim, propusemo-nos
no presente trabalho avaliar a expressd@o imuno-histoquimica dos fatores de transcri¢éo

relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmil, SOX2 e Nanog em uma série de 24
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casos de CXAP em fases precoces (casos intracapsulares e minimamente invasivos) e
avancada (casos francamente invasivos) de progressdo histologica, correlacionando 0s
achados imuno-histoquimicos com parametros anatomopatolégicos de agressividade

neoplasica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neoplasias de glandulas salivares

As neoplasias que acometem as glandulas salivares compreendem cerca de 2 a 6,5%
dos tumores da regido de cabeca e pescoco (1, 2). Apesar de consideradas raras e
apresentarem aspectos clinicos pouco variados, essas neoplasias exibem marcada diversidade
histopatoldgica entre os diferentes tipos de tumores ou mesmo dentro de uma mesma massa
neoplasica, o que pode complicar e confundir a interpretacdo microscopica. Entre elas o
adenoma pleomorfico (AP) é a mais comum, seguido pelo adenoma de células basais e
cistadenoma papilifero linfomatoso (tumor de Warthin). Quanto as malignidades, o carcinoma
mucoepidermoide é apontado como a mais frequente ao lado do carcinoma de células

acinares, carcinoma adenoide cistico e adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (1, 9, 10).

Com aspectos etioldgicos ainda muito pouco conhecidos, as glandulas salivares
maiores, principalmente a parétida, sdo as mais frequentemente acometidas por neoplasias. Ja
as glandulas salivares menores localizadas no palato sdo reconhecidas como o segundo sitio
anatdbmico mais comum para a ocorréncia dessas lesdes. No momento do diagndstico, a
maioria dos pacientes esta entre a 42 e 72 décadas de vida e ha predilecdo por mulheres (1, 2,
9). Neoplasias analogas as que ocorrem nas glandulas salivares também podem ser

encontradas nas glandulas seromucosas do trato respiratdrio superior e nas glandulas lacrimais

(1).

2.2 Adenoma pleomdrfico

O AP é uma neoplasia epitelial benigna de diferenciacdo glandular que representa
aproximadamente 60% das neoplasias que acometem as glandulas salivares. A glandula
pardtida é de longe a mais acometida com cerca de 80% dos casos, seguida pelas glandulas

salivares menores e pela glandula submandibular (aproximadamente 10% para cada) (1). Em
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relacdo as glandulas salivares menores intraorais, o palato é a localizagdo anatbmica mais
comum, seguido pela mucosa jugal e l1&bio superior. A maioria dos pacientes é diagnosticada

por volta da 42 década de vida e existe uma discreta predilecdo por mulheres (1, 2, 9-11).

O aspecto clinico tipico do AP é o de uma massa solitaria de aspecto nodular, firme,
assintomatica e de crescimento lento que estica a pele ou mucosa de revestimento (1, 2, 9).
Raros casos sincronicos ou metacrénicos ja foram descritos (1). Apesar de rara, ulceracdo da
mucosa secundaria a trauma pode ser identificada em casos que afetam as glandulas salivares
menores da boca. Os casos que acometem as glandulas parétidas geralmente ocorrem no pélo
inferior e lateral da glandula. Se presente no lobo profundo da parétida, a massa neoplasica
pode expandir para o espago parafaringeo e produzir um aumento de volume na regido da

fossa tonsilar ou mesmo no palato mole e parede lateral da faringe (1, 2).

Ao exame macroscopico, o AP tipicamente é caracterizado por uma massa bem
delimitada de tecido mole de formato redondo ou oval, com consisténcia que varia de
amolecida a fibrosa. Alguns casos podem evidenciar um aspecto multilobular. Em glandulas
salivares maiores, uma capsula separando a neoplasia do parénquima adjacente é quase
sempre evidente. Por outro lado, os casos que ocorrem nas glandulas salivares menores
raramente demonstram evidéncias macroscopicas da presenca de capsula, mas geralmente séo
facilmente destacados dos tecidos adjacentes durante o ato cirargico e tém limites precisos.
N&o € incomum a fragmentacdo neoplasica transoperatoria, dificultando o estabelecimento
das margens cirurgicas. Ao corte, a superficie do tecido neoplasico geralmente é homogénea,
de cor branca e brilhante. Ocasionalmente areas transllcidas sdo identificadas, bem como
zonas de hemorragia e necrose em tumores previamente manipulados em procedimentos
diagndsticos como bidpsia ou puncdo aspirativa por agulha fina. LesGes recorrentes
frequentemente apresentam-se como mdaltiplos nddulos distribuidos ao logo do parénquima

salivar remanescente e tecidos conjuntivo e adiposo associados (1, 2, 12).

Histopatologicamente o AP é reconhecido pela marcada diversidade arquitetural e
citologica. Cada tumor tem a peculiar caracteristica diagndstica de ser composto por uma
complexa mistura de componentes epiteliais e elementos semelhantes ao mesénquima em
proporcdes varidveis. A interface entre o tecido neopléasico e o parénquima salivar ou tecidos
adjacentes é determinada por uma capsula de tecido conjuntivo denso que é geralmente bem
definida em APs que ocorrem em glandulas salivares maiores, mas que pode ser incompleta

ou ausente nos casos que acometem as glandulas menores. As células neoplasicas possuem
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duas diferenciacBes distintas: em células mioepiteliais modificadas e células luminais. As
células de diferenciacdo mioepitelial geralmente sdo as mais numerosas e possuem morfologia
bastante varidvel. Podem ser eosinofilicas, claras ou oncocitoides e ter formato cuboidal,
basaloide, plasmocitoide ou mesmo fusiforme. Diferenciacdo epidermoide, ou menos
frequentemente mucosa e sebacea pode estar presente. Distribuem-se sob a forma de blocos
celulares, lengol, trabéculas ou fasciculos. J& as células de diferenciagdo luminal possuem
menor variacdo morfolégica. Sdo geralmente cuboidais com citoplasma eosinofilico e nucleo
basofilico, uniforme e nucléolos inconspicuos. Estas células arranjam-se em estruturas
ductiformes que sdo sempre revestidas externamente por uma camada de células mioepiteliais
modificadas, configurando assim um padrdo de ductos de dupla camada. No interior dessas
estruturas ductiformes pode-se observar a presenca de material homogéneo eosinofilico
secretado. A semelhanca do componente celular, o estroma neopléasico também é variavel e
geralmente composto por tecido conjuntivo denso associado a estruturas semelhantes ao
mesénquima, prototipicamente representadas por areas de aspecto mixoide, condroide, ou
mesmo 6sseo ou lipomatoso. Areas de hialinizacdo do estroma também podem estar
presentes. Penetracdo capsular pelo tecido neoplasico pode ser um achado microscopico e ndo
deve ser interpretada como um indicio de malignidade. Figuras de mitose, necrose e atipias
celulares ndo sdo achados frequentes no AP, exceto em tumores previamente submetidos a

bidpsia ou puncéo aspirativa por agulha fina (1, 2, 4, 12, 13).

Independentemente da localizacdo anatdmica afetada, o tratamento de escolha para o
AP é a excisdo cirurgica com margens livres de tecido neoplasico. A enucleacdo simples de
APs parotideos é associada a altas taxas de recorréncias pela permeacdo transoperatoria de
tecido neoplésico no campo cirdrgico (1, 2, 14, 15). Assim, a parotidectomia superficial é
indicada para casos que afetam o lobo superficial da glandula, assim como a parotidectomia
total é preconizada para casos localizados no lobo profundo (1, 2, 15). Recorréncias podem
ser bastante frequentes em casos que afetam a glandula parétida, mas sdo incomuns em

glandulas salivares menores (2).
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2.3 Carcinoma ex-adenoma pleomorfico

O desenvolvimento de malignidade em associacdo com AP é um fendmeno bem
reconhecido e extremamente complexo. Além dos casos com caracteristicas Obvias de
malignidade, existem APs que demonstram apenas aspectos morfologicos atipicos e curso
clinico indolente (12, 13). H4, ainda, outros raros casos que exibem histologia benigna, mas
comportam-se como neoplasias malignas, conhecidos como APs metastatizantes (1, 2). Nesse
contexto, considera-se sob a rubrica de carcinoma ex-adenoma pleomorfico (CXAP) qualquer
carcinoma que possua evidéncias clinicopatoldgicas de ter se desenvolvido em ou a partir de
um AP (1-3). Ao contrario dos carcinossarcomas, apenas o componente epitelial € maligno.
(1, 2). O diagnostico de CXAP depende da identificacdo de areas de AP associadas com o
carcinoma ou, excepcionalmente, apenas o0 carcinoma, mas com documentacao
clinicopatoldgica que este tenha se desenvolvido como tumor recorrente no local prévio de
um AP (1-3).

O CXAP é incomum e ocorre em menos de 10% dos casos de AP, representando cerca
de 3,6% de todos os tumores de glandulas salivares e 6% dos carcinomas que ocorrem nesses
6rgdos (2). A semelhanca do AP, o CXAP acomete mais mulheres que homens e os pacientes
sdo diagnosticados aproximadamente uma década mais velhos que aqueles com tumores
benignos, em média entre a 62 e a 8 décadas de vida (1-3, 16). A glandula parétida é a mais
frequentemente acometida, seguida pela glandula submandibular e pelas glandulas salivares
menores da boca, particularmente as localizadas no palato. Todavia, 0 CXAP pode ser
diagnosticado em qualquer localizagcdo anatdmica em que o AP ocorra (1-3, 16, 17).

A patogénese do CXAP é obscura, porém acredita-se ter como base o acimulo de
maultiplas alteracdes genéticas em APs de longa duracdo. O risco de transformacdo maligna
aumenta de 1,6% em APs com 5 anos ou menos de duracéo para 9,5% em casos com mais de
5 anos (1). Ao lado do fator longevidade, recorréncias também parecem aumentar o risco de
transformacdo maligna do AP. Em cerca de 20% dos casos diagnosticados como CXAP o0s
pacientes acometidos possuem historico de uma ou mais cirurgias anteriores para remogéo de
AP (1, 18).

A historia clinica classicamente descrita para os pacientes com CXAP ¢ a de uma

massa de longa duracdo que progrediu rapidamente nos poucos meses ou dias que
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antecederam o diagnostico. Entretanto, o achado clinico mais frequente é o de uma neoplasia
de crescimento lento, assintomatico, com tamanho varidvel e longa duragdo. Ocasionalmente
a massa neoplasica é movel, mas em cerca de metade dos casos existem evidéncias clinicas de
infiltracdo de estruturas como pele, nervos e tecido 0Osseo. Ulceragdo da mucosa de
revestimento pode ser observada em tumores que acometem as glandulas salivares menores

ou da pele em casos que ocorram na glandula parétida (1-3).

A aparéncia macroscopica varia de caso para caso e depende da proporcdo entre 0s
componentes benigno e maligno. Tipicamente o CXAP caracteriza-se por uma massa de
limites pouco definidos que infiltra o parénquima salivar e estruturas adjacentes.
Ocasionalmente o tumor € circunscrito ou, raramente, encapsulado. A superficie de corte das
areas malignas pode revelar focos de necrose e hemorragia. Quando presentes e proeminentes,
as areas residuais de AP tém as coloracgdes branca ou translucida classicamente descritas, mas

esse é um achado raro (1-3, 18-20).

O diagnostico histopatoldgico de CXAP requer a identificacdo de um componente
epitelial maligno em associacdo com remanescentes de AP, e a proporcdo desses dois
componentes pode variar drasticamente (1). Areas mixoides, condroides ou estruturas
ductiformes revestidas por duas camadas de células e blocos celulares sem atipias citoldgicas
associados a um estroma hialino geralmente compdem as areas de AP (1-3). Entretanto, o
componente carcinomatoso do CXAP pode substituir completamente o AP dificultando a
classificacdo correta da neoplasia ou fazer com que o AP residual resuma-se a pequenas areas
hialinizadas de aspecto cicatricial com alteracdes degenerativas como calcificacao distrofica,
necrose e hemorragia (1-3, 16, 20, 21, 22, 23). Em alguns casos, 0 componente benigno é bem
demarcado do carcinoma, mas frequentemente ambos estdo misturados. Zonas de transi¢do
entre 0 adenoma e o carcinoma podem ser identificadas. Em tais areas, as células malignas do
carcinoma proliferam dentro das estruturas ductifomes do AP expandindo-as e substituindo a
camada de células luminais sem, contudo, romper a camada de células mioepiteliais,

conferindo um aspecto de carcinoma in situ (2, 16, 21-23).

Em contraste com o AP, as areas carcinomatosas sdo frequentemente compostas por
células marcadamente pleomorficas com ndcleos grandes, hipercromaticos e nucléolos
proeminentes. Figuras de mitose podem ser facilmente identificadas. Estruturas ductiformes
revestidas por células atipicas, blocos celulares solidos ou mesmo células individuais violam a

capsula do AP e dissecam o parénquima salivar e estruturas adjacentes embebidos em um
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estroma que geralmente € desmoplasico ou exibe marcada hialinizagdo. N&o s&o incomuns
areas de invasdo perineural e a presenca de émbolos carcinomatosos angiolinfaticos. Areas de
necrose coagulativa podem ser evidentes em tumores de alto grau. Focos de reacdo com
infiltrado inflamatdério mononuclear geralmente estdo presentes nas areas de interface entre a

neoplasia e os tecidos adjacentes (1-3, 16, 18-23).

No AP, tanto as células luminais quanto as mioepiteliais podem sofrer transformacéo
maligna, contudo, evidéncias morfoldgicas sugerem que o carcinoma parece originar-se das
primeiras na maioria dos casos (22). Apds a transformacdo maligna, diversos fenotipos
carcinomatosos podem ocorrer, e 0 adenocarcinoma sem outra especificagdo e o carcinoma do
ducto salivar sdo os tipos mais frequentes de CXPA (1, 2). Outros tipos de carcinomas
originados em AP ja descritos incluem carcinoma indiferenciado, carcinoma de células claras,
carcinoma adenoide cistico, carcinoma mioepitelial, carcinoma epitelial-mioepitelial,
carcinoma epidermoide, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma de células acinares,
carcinoma oncocitico, carcinoma de células basais e carcinoma sarcomatoide (1-3, 16, 20, 18,
20, 22-26). Muitas vezes, o crescimento infiltrativo € a Unica evidéncia de malignidade do
CXAP, particularmente se o componente maligno é representado por um carcinoma de baixo
grau com pouco contraste morfolégico em relacdo as areas de AP, como em casos de

carcinoma mioepitelial ou carcinoma epitelial-mioepitelial (1, 2, 16, 25, 26).

Na histdria natural do CXAP, o carcinoma desenvolve-se dentro dos limites da area do
AP e invade através da capsula com o tempo. O conceito de invasdo capsular foi
primeiramente introduzido por LiVolsi e Perzin (18) e constitui atualmente um fator
histopatoldégico muito importante para predizer o progndstico do CXAP (1-4, 16-18, 20, 23,
24). De acordo com as diretrizes preconizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
CXAP ¢é subclassificado como intracapsular se o componente maligno esta confinado aos
limites da capsula do AP que o alberga. Se o carcinoma invade os tecidos extracapsulares em
uma distancia de até 1,5 mm, é entdo subclassificado como minimamente invasivo e 0s
carcinomas que invadem além dessa distancia sdo considerados francamente invasivos (1).
Enquanto os casos de CXAP intracapsulares possuem um curso clinico indolente e bom
prognostico, semelhante ao AP sem transformacdo maligna, os tumores francamente
invasivos sdo geralmente associados a recidivas, doenca metastatica e dbito (1-4, 16-18, 20-
24). Cabe ressaltar que ainda ndo h4 consenso para uma distdncia minima ‘“‘segura” de
infiltracdo capsular que se correlaciona com o prognostico em CXAP. Tortoledo et al.

consideraram CXAP minimamente invasivos e de bom progndstico aqueles com até 8 mm de
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invasdo além da cépsula (24). Contudo, Brandwein et al. (4) demonstraram que 0s casos com
até 1,5 mm de invasao tiveram um bom comportamento clinico, 0 mesmo acontecendo com
0s tumores com até 5 mm de invaséo da série de Lewis et al. (21). Recentemente, Griffth et al.
(27) relataram comportamento clinico agressivo em casos de carcinomas do ducto salivar
originados em AP com invasdo menor que 2 mm. J& Rito e Fonseca (28) constataram que
pacientes com CXAP que exibem invasdo extracapsular de até 1,5 mm possuem bom
prognostico, mas que metastases nodais ocorrem nesses casos, sugerindo que outros fatores
como o tipo e grau histolégicos do componente carcinomatoso podem ser mais importantes

que a extensdo de invasdo capsular no estabelecimento do progndstico.

A principal modalidade de tratamento para o CXAP é a remocdo cirdrgica com
margens livres de neoplasia. Os casos intracapsulares ou minimamente invasivos sao tratados
exclusivamente por cirurgia, ao passo que os francamente invasivos com evidéncias clinicas e
de imagem da presenca de metastases cervicais requerem cirurgia radical com esvaziamento
cervical (21, 29, 30). Radioterapia adjuvante é preconizada em tumores de alto grau
histolégico com deteccdo de invasdo perineural e angiolinfatica, e também para casos com
margens cirargicas comprometidas (30). A combinacdo de radioterapia e quimioterapia é

indicada para pacientes com doenca disseminada (21, 30).

Recorréncias locais e regionais podem ser observadas em cerca de 20% dos pacientes
com CXAP e estdo intimamente relacionadas ao prognostico. Quando ocorrem, resultam em
uma sobrevida média de menos de um ano (1-3, 20). As taxas de sobrevida em 5 anos variam
entre 25 e 75% (20, 29, 30-32). Essas variacGes podem ser parcialmente explicadas pelas
diferentes prevaléncias de tipos e graus histolégicos, bem como niveis variados de invasao

capsular.

2.4 Células-tronco neoplésicas e fatores de transcrigdo relacionados a pluripoténcia

Acredita-se atualmente que a heterogeneidade celular observada em diferentes tipos de
cancer possa ser explicada basicamente de duas maneiras. Segundo o modelo probabilistico
estocastico, o desenvolvimento neoplasico € iniciado pelo acimulo de mutagGes genéticas em

uma unica célula que se multiplica e, subsequentemente, eventos genéticos multiplos e
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distintos ocorrem nas diferentes populacdes celulares originadas a partir dessa célula
precursora (33). A segunda hipdtese € baseada na teoria das células-tronco neoplésicas
(CTN), que propde que as diferentes neoplasias possuam subpopulacGes celulares pequenas e
biologicamente distintas com capacidade de auto-renovacdo e potencial de diferenciacdo em
maltiplas linhagens (33, 34). Embora ambas as teorias expliquem a heterogeneidade celular
observada em diferentes neoplasias humanas, nenhuma parece ser completamente verdadeira
e, até certo ponto, sobrepdem-se em alguns aspectos. Contudo, o modelo das CTN pode
ajudar a compreender fendbmenos muito pouco compreendidos relacionados a biologia do
cancer como recorréncia, metastase e resisténcia terapéutica (5, 6, 33). As CTN foram
primeiramente descritas na leucemia mieloide aguda nos anos 1990 e mais tarde em

neoplasias solidas nos anos 2000 (34).

As CTN podem derivar a partir de mutacGes que ocorrem nas células-tronco normais
presentes em nichos distribuidos pelos diversos tecidos que compdem o0 organismo ou de
celulas progenitoras diferenciadas que se tornam tumorigénicas (24, 35, 36). Seja qual for o
mecanismo de génese, as CTN sdo caracterizadas pelas capacidades de auto-renovacdo,
proliferacdo ilimitada, diferenciacdo em populacGes celulares sem capacidade de auto-
renovacao (divisdo assimétrica) e potencial para propagacdo neoplasica (34). Em funcédo de
todas essas caracteristicas, acredita-se que as CTN possam iniciar 0 processo carcinogénico e,
de fato, mais de uma subpopulacdo de CTN parece participar deste processo (35). Ainda de
acordo com a teoria das CTN, somente uma subpopulacdo especifica de células neoplasicas
teria a capacidade de sustentar o crescimento tumoral. Dessa maneira, no interior de uma
mesma neoplasia existem células com diferentes capacidades de proliferacdo e diferenciacdo
que constituem uma populacdo neoplésica heterogénea como resultado ndo somente da
aberrante diferenciacdo das CTN, mas também de alteracbes genéticas e epigenéticas
influenciadas pelo microambiente tumoral (37). A presenca de subclones com diversos
fendtipos dentro da neoplasia ilustra os diferentes estagios da transformacdo neoplasica.
Assim, populacdes celulares especificas capazes de auto-renovacgdo e de gerar uma variedade
de células neoplasicas diferenciadas dentro de uma neoplasia tém sido identificadas e isoladas
em uma diversidade de neoplasias malignas, incluindo meduloblastoma, glioblastoma,
carcinoma epidermoide de cabeca e pesco¢o, carcinomas de colon, préstata, pulméo,
pancreas, ovarios e figado (37-46).

A deteccdo do perfil de expressao global de CTN das neoplasias parece ser importante

por se correlacionar com o progndstico do paciente (47). Na perspectiva de que o percentual
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de CTN em uma dada neoplasia possa indicar seu subtipo ou estagio de progressdo, quanto
maior a identificacdo de CTN por meio do seu perfil de expressdo génica e proteica, pior o
prognostico do paciente. Assim, a quantidade de CTN pode indicar maior taxa de proliferacéo
tumoral e, consequentemente, maior instabilidade genética e vantagem seletiva de
sobrevivéncia a determinadas condi¢cGes, como em caso de terapias antineoplésicas (35).
Além disso, neoplasias histologicamente menos diferenciadas parecem ter maiores

quantidades de CTN quando comparadas com neoplasias bem diferenciados (48).

Diversas teorias apontam que alvos funcionais de agentes carcinogénicos seriam as
células-tronco epiteliais. De forma semelhante as células-tronco normais, as CTN de
neoplasias epiteliais expressam moléculas que estdo relacionadas a manutencdo de células-
tronco e divisdo assimétrica, tais como Oct-4 e Bmi-1 (49, 50). As CTN também
compartilham outras propriedades de células-tronco normais, tais como pequeno tamanho,
maior adesividade e determinados padrdes de expressdao génica (51). Entretanto, as CTN
neoplésicas epiteliais apresentam diferenciacdo aberrante, instabilidade genémica, alteracoes
nos mecanismos de reparo do DNA e aumento da expressdo de proteinas relacionadas com o
transporte de drogas, conferindo entdo resisténcia ao tratamento quimioterapico (52). Dessa

maneira, as CTN parecem compor um alvo necessario e interessante para o tratamento (53).

Subpopulacbes especificas de CTN tém sido identificadas em neoplasias sélidas por
meio da expressdo fenotipica de diversos marcadores, incluindo aqueles descritos
genericamente como “fatores de transcricdo relacionados a pluripoténcia”, assim
denominados por estarem envolvidos em um complexo mecanismo de reprogramacdo de
celulas sométicas para um estado semelhante ao de células-tronco embrionarias, entre 0s quais
se destacam Bmi-1, SOX2 e Nanog (54).

O fator Bmi-1, sigla do inglés B cell-specific Moloney murine leukemia virus
integration site 1, é codificado pelo gene homonimo localizado no cromossomo 10
(localizagdo 10p11.23) e um dos membros integrantes do grupo de proteinas polycomb que
atua no silenciamento genetico por regular a estrutura da cromatina atraves da histona 2A
(55). E indispenséavel para os processos de auto-renovacio e diferenciagdo em células-tronco
normais e neoplasicas (55, 56). O Bmi-1 pode, ainda, atuar como um oncogene através da
ativacdo de multiplas vias de sinalizagdo que atuam inibindo a diferenciacdo celular,
senescéncia, apoptose e promovendo proliferacdo celular (57). A superexpressdo de Bmi-1 e

sua atividade oncogenética promovendo a carcinogénese ja foram descritas em neoplasias de
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prostata, pulmao, ovario, vias urinérias, 6rgaos linfoides, cabeca e pescoco, sistema nervoso
central, pele e mama (57). Além disso, as propriedades associadas a expressao aberrante de
Bmi-1 foram associadas com invasdo, metastase € mau prognostico atraves da inducdo do

fendmeno de transicao epitélio-mesénquima (58).

A familia SOX é constituida por 20 genes que codificam fatores de transcri¢do
caracterizados pela conservacdo do dominio protéico HMG (sigla do inglés high mobility
group), envolvido no processo de ligacdo de sequéncias especificas de DNA (59).
Particularmente 0 gene SOX2 (sex-determining region Y HMG-box 2), localizado no
cromossomo 3q26.33 e que codifica proteina de mesmo nome, atua constitutivamente no
periodo de pré-implantacdo embrionaria por estar envolvido no desenvolvimento do
ectoderma, mesoderma e endoderma, bem como em diversos processos do desenvolvimento
do embrido durante a gestacdo, como por exemplo na determinacdo sexual (59). Nos tecidos
pos-natais, SOX2 atua na homeostase e reparacdo teciduais, sendo descrito como de suma
importancia para a manutencdo do estado das células-tronco normais (59-63). Além disso,
evidéncias sugerem que tecidos que necessitam de SOX2 durante o desenvolvimento
continuam a expressar esse fator em células-tronco normais adultas que derivam desses
tecidos (59, 60). Apesar de seu papel ainda pouco explorado na biologia das neoplasias,
SOX2 parece atuar como oncogene em alguns tipos de neoplasias epiteliais. Amplificacdo do
gene SOX2 e a superexpressdo protéica foram descritas em neoplasias pulmonares e
esofagicas (64, 65). A expressdo de SOX2 foi considerada como critica para a proliferacdo e
diferenciacdo celulares em osteossarcomas humanos, bem como a superexpressdao de SOX2
parece contribuir com a invasdo em neoplasias neurais e derivadas da crista neural como
glioma, melanoma e carcinoma de células de Merkel (59, 66, 67). Assim, SOX2 parece atuar
em diversos niveis do processo de carcinogénese de maneira analoga aquela de suas funcées

fisiolégicas no desenvolvimento e diferenciacgéo.

O fator de transcricdo homeobox Nanog, codificado pelo gene de mesmo nome
localizado no cromossomo 12 (localizagdo 12p13.31), juntamente com SOX2 e Oct4 forma
uma rede que determina e controla auto-renovacdo e diferenciacdo de células-tronco
embrionarias (68-70). Existem 11 pseudogenes NANOG que sdo resultado da
retrotransposicdo de MRNA e que sdo enumerados de NANOGP2 a NANOGP11, assim como
suas respectivas proteinas transcritas (71). Nanog é exclusivamente expresso em células-
tronco embrionérias e células germinativas, com excec¢do de fibroblastos de recém-nascidos

(68, 70-72). Apesar de especifica em tecidos normais, a expressao aberrante tanto do gene
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NANOG quanto da proteina foi descrita em diversas neoplasias, incluindo carcinomas de
mama, colo uterino, cavidade oral, rim e ovério (72-77). Além disso, dentre os 11
pseudogenes NANOG, o NANOGP1 é transcrito em células leucémicas e admite-se a hipotese
que essa ativacdo transcricional represente um ganho de funcdo semelhante ao das células-
tronco (78). Nanog parece ainda conferir as células neoplasicas capacidade metastatica
através da promocdo do fendmeno de transicdo epitélio-mesénquima pela via Twist/Bmi-1
(72).

Tendo em vista a complexidade dos mecanismos envolvidos na progressao AP-CXAP
e que a elucidacéo de pelo menos parte desses processos pode auxiliar no desenvolvimento de
técnicas diagndsticas acuradas e abordagens terapéuticas mais conservadoras e salutares,
nossa hipotese € a de que existem alteraces na expressdo protéica dos fatores relacionados a
pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog na transformacdo maligna do AP em
CXAP e que essa expressao correlaciona-se com parametros anatomopatoldgicos de

agressividade neoplésica.
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3 PROPOSICAO

A proposta deste trabalho foi verificar a expressao imuno-histoquimica dos fatores de
transcrigdo relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog em uma
série de 24 casos de CXAP em fases precoces (casos intracapsulares e minimamente

invasivos) e avancada (casos francamente invasivos) de progressao histologica.

O objetivo especifico foi comparar a expressao de cada marcador separadamente entre
as zonas de AP residual e as areas carcinomatosas em uma série de CXAP dividida em dois
grupos de acordo com o prognostico, avaliando as diferencas de expressdo e discutindo o
possivel papel desses marcadores no processo de transformacdo maligna do AP, bem como
avaliar a possivel associacdo entre os fatores investigados e parametros anatomopatoldgicos

associados a agressividade neoplésica em CXAP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casos e amostras teciduais

Antes do seu inicio, o desenvolvimento deste trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, sob protocolo
CEP-FOUSP 1.167.936 (Anexo A).

Para este estudo foram selecionados, nos arquivos do Servico de Anatomia Patoldgica
da Disciplina de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sdo Paulo, do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e do Departamento de Anatomia
Patolégica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas, casos com o diagnostico de CXAP da regido de cabeca e pescoco.
Casos com material insuficiente nos blocos de parafina para confirmacao de diagnostico ou
para realizacdo das reacfes imuno-histoquimicas foram excluidos da amostra. No total, foram

obtidos blocos de 24 pacientes com diagnostico de CXAP.

Dados clinicos e demograficos referentes a sexo, idade e localizacdo anatémica

afetada foram coletados do prontuéario de cada paciente.

4.2 Andlise histopatologica

A anélise histopatoldgica dos casos de CXAP foi realizada através da observacgao, em
microscopio de luz, de cortes de 5 pum estendidos sobre laminas de vidro e corados pelo

método da hematoxilina e eosina. Foram avaliados os seguintes critérios morfoldgicos:

e Presenca e caracteristicas de areas de AP residual;
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e Presenca de areas de carcinoma intraductal: caracterizadas por zonas nas quais uma
rima de celulas mioepiteliais benignas remanescentes do AP foi identificada
contornando células ductais malignas (22);

e Diferenciacdo celular do componente carcinomatoso: as areas malignas dos CXAPSs
foram classificadas de acordo com o tipo celular proliferado em luminal, mioepitelial
ou ambos;

e Presenca de atipias citologicas e determinacdo do grau histolégico do componente
maligno, de acordo com os critérios definidos pela OMS (2): graduado em baixo grau
(células com pouca variagdo de cor, tamanho e formato dos nucleos; nucléolos
pequenos), alto grau (células com nucleos marcadamente pleomdrficos, grandes e
hipercromaticos com nucléolos evidentes) e intermediario (células com feicBes
intermediarias). Este parametro foi avaliado nas areas benignas e malignas dos casos
de CXAP;

e Presenca de marcada atividade mitdtica;

e Areas de necrose;

e Invasdo perineural,

¢ Invasdo angiolinfatica.

Na auséncia de invasao atraves da capsula do AP pelo componente maligno, o caso foi
categorizado como intracapsular. Quando areas de penetracdo extracapsular foram
identificadas, a extensdo da invasdo foi mensurada de acordo com o método preconizado por
Tortoledo et al. (24). Em uma objetiva de 2x, uma régua métrica clara foi colocada
diretamente sobre a lamina. O ponto “zero” considerado foi a capsula do AP ou a area de
estroma hialino condensado na periferia da area benigna. A mensuracdo (em milimetros) foi
realizada perpendicular ao AP residual em relacdo ao ponto mais distante da fronte de invasédo
do carcinoma. Assim, seguindo as diretrizes preconizadas pela OMS (2), casos cujas areas
invasivas do carcinoma nao ultrapassaram 1,5 mm além da capsula do AP foram
subclassificados como minimamente invasivos. Ja 0s casos com componente invasor do
carcinoma estendendo-se além de 1,5 mm da capsula do AP foram considerados francamente
invasivos. Os casos foram ainda subdivididos em dois grupos: CXAPs em fases precoces
(casos intracapsulares e minimamente invasivos) e CXAPs avancada (casos francamente

invasivos) de progressao histologica.



34

Casos em que o paciente foi submetido a esvaziamento cervical, cortes histologicos
dos linfonodos ressecados foram avaliados para identificar a presenca de focos metastaticos.

4.3 Estudo imuno-histoquimico

Para o estudo imuno-histoquimico, foi utilizado o0 método polimérico livre de biotina e
0s cortes submetidos aos anticorpos anti-Bmi-1 (clone D20B7, diluicdo 1:300, Cell
Signaling), anti-SOX2 (clone AB5603, diluicdo 1:300, Millipore) e anti-Nanog (clone 7F7.1,
diluicdo 1:100, Sigma Aldrich).

Um bloco de parafina representativo contendo tecido previamente fixado em formol
contemplando as areas benignas e malignas de cada caso de CXAP foi selecionado. A partir
desse material, foram feitos novos cortes de 3 pum de espessura que foram estendidos sobre
laminas de vidro previamente tratadas com organosilano (3-aminopropyltriethoxysilane,

Sigma St. Lous, MO, USA), para aumentar a adesividade dos cortes.

A reacdo teve inicio com a desparafinizacdo dos cortes em dois banhos de xilol, sendo
o0 primeiro por 30 minutos e o segundo por 20, ambos em temperatura ambiente. Seguiu-se a
reidratacdo dos cortes, por meio de banhos consecutivos de 5 minutos cada, em cadeia
descendente de etanodis (de absoluto a 85%) e um banho de hidréxido de aménio a 10% em

solucdo de etanol para remoc¢édo do pigmento formolico, que é de cor castanha.

As laminas foram entdo lavadas com agua destilada por 5 minutos e realizou-se o
blogueio da peroxidase enddgena tecidual, em solucdo v/v de peréxido de hidrogénio a 6% e
metanol, pela incubacdo em dois banhos de 15 minutos cada sem lavagens entre eles. A
seguir, realizou-se o tratamento de recuperacdo antigénica. Para todos os anticorpos, o
tratamento foi feito pela imerséo dos cortes em banho aquecido a 95°C por 30 minutos em
acido citrico pH 6,0. Apés o final desse tratamento, as laminas foram resfriadas em
temperatura ambiente e incubadas em solucdo salina de Tris (Tris 50 mM, NaCl 150mM), pH
7,6, solucdo tampdo da reacdo, em trés banhos de 5 minutos cada. Todas as etapas na

sequéncia foram precedidas por lavagens em solugédo tampao de Tris pH 7,6.
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A etapa seguinte foi a incubagdo do anticorpo primério. Todos os anticorpos foram
diluidos em solugdo diluente para anticorpo (DAKO). Os cortes foram incubados com os

anticorpos por 16 horas a 4°C em camara Umida.

Seguiu-se, entdo, para a incubacdo com o polimero (EnVision® Dual Link System-
HRP, DAKO, Carpinteria, CA, USA) por 30 minutos em temperatura ambiente.

O cromdgeno selecionado para a revelagdo da reacdo foi a diaminobenzidina (DAB,
3,3- diaminobenzidina, DAKO), de cor castanha, que foi incubado por 10 minutos. Apds a
lavagem, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados em cadeia
ascendente de etanol, diafanizados em xilol e protegidos por laminulas de vidro montadas em
sistema automatizado (Tissue-Tek® Film® Coverslipper).

Como controle positivo das reacdes, foram utilizados cortes de carcinoma epidermoide
intraoral sabidamente positivos para os anticorpos estudados. Como controle negativo,

utilizou-se a supressao do anticorpo primério e incubagdo com Tris-albumina bovina.

4.3.1 Anélise dos resultados de imuno-histoquimica

As trés proteinas selecionadas para este estudo de imuno-histoquimica sdo de
ocorréncia nuclear. A andlise, realizada em microscépio de luz, foi feita de maneira semi-
quantitativa considerando as areas benignas e malignas de cada caso de CXAP conforme o
sistema de escores preconizado por Chang et al. (79), que segue:

e Escore 0: auséncia de células positivas;
e Escore 1: <30% de células positivas;
e Escore 2: 30-60% de células positivas; e

e Escore 3: >60% de células positivas.
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4.4 Andlise estatistica

Os dados clinicos quanto a idade, sexo e sitio anatbmico acometido foram descritos
através de suas respectivas frequéncias relativas e absolutas. A idade também foi apresentada

na forma de média.

Os dados histopatoldgicos também foram expressos atraves de suas respectivas
frequéncias relativas e absolutas. Foram, ainda, correlacionados com os resultados das reacoes
imuno-histoquimicas em cada grupo de CXAP estudado (precoces e avangados) atraves do
teste Exato de Fisher com nivel de significancia de 5%, onde p<0,05 foi utilizado para indicar
significancia estatistica. Os dados foram processados e os resultados obtidos com auxilio do

software GraphPad Prisma 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas gerais

O grupo estudado consistiu de 24 pacientes diagnosticados com CXAP, dos quais 12
eram homens e 12 mulheres, com idade média de 61,1 anos (variando de 41 a 83 anos).
Apesar da presente casuistica ndo evidenciar diferenca de distribuicdo entre os sexos,
pacientes do sexo feminino foram diagnosticadas em média mais de uma década mais velhas

(média 67 anos) que os pacientes do sexo masculino (média 55,2 anos).

Quando os casos foram subdivididos de acordo com a extensao da invasdo capsular,
pode-se observar um aumento na idade média dos pacientes a medida que a neoplasia
progride. Os pacientes com CXAP intracapsulares possuiram idade média de 55,5 anos
(variando de 48 a 66 anos), ao passo que 0S com carcinomas minimamente invasivos tinham
média de idade de 59 anos (variando de 41 a 74) e os com neoplasias francamente invasivas

exibiram idade média de 64,4 anos (variando de 49 a 83 anos).

Em relagdo a localizagdo anatdmica, a glandula parétida foi a localizacdo mais
frequente e estava envolvida em 15 casos (62,5%), seguida pelas glandulas salivares menores
da boca localizadas em palato, mucosa jugal e trigono retromolar, que foram acometidas em 7
casos (29,1%). Dois casos tiveram como sitio de origem as glandulas lacrimais (8,4%).

Nenhum caso foi diagnosticado nas glandulas submandibulares ou sublinguais.

Os dados clinicopatologicos gerais dos pacientes estudados estdo compilados na
Tabela 5.1. Os resultados das analises histopatoldgica e imuno-histoquimica serdo
apresentados separadamente para os grupos de CXAPs em fases precoces e avancadas de

progressao histoldgica.
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Tabela 5.1 — Dados clinicopatoldgicos dos pacientes com carcinoma ex-adenoma pleomdrfico estudados. AP: adenoma pleomdrfico; SOE: sem outra especificacdo

Caso

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9

#10

#11

#12

#13

#14

#15

#16

#17

#18

#19

#20

#21

#22

#23

#24

Sexo

Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino

Feminino

Feminino
Masculino
Masculino
Feminino

Masculino

Masculino

Idade

54

59

66

62

41

74

52

74

62

51

7

52

73

83

82

54

49

78

43

72

Localizagéo

Palato
Parétida
Parétida

Mucosa jugal
Parétida
Parétida

Palato

Palato
Parétida

Glandula
lacrimal
Parétida
Palato
Trigono
retromolar
Parétida
Parétida
Parétida

Par6tida

Par6tida

Parétida
Parétida
Glandula
lacrimal

Par6tida

Palato

Parétida

Historico

da

neoplasia

Priméria
Priméria
Priméria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria
AP
recorrente
Priméria
AP
recorrente
Priméaria
Priméaria
AP
recorrente
Priméaria
AP
recorrente
AP
recorrente
Priméaria
Primaria
Primaria
Primaria
Primaria

AP
recorrente

Presenca
de AP
residual

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Areas de
carcinoma
intraductal

Sim

Sim

Sim

Néao

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Néao

Néao

Sim

Néao

Sim

Néao

Subtipo
histolégico

Carcinoma do
ducto salivar
Adenocarcinoma
SOE
Carcinoma do
ducto salivar
Carcinoma
mioepitelial
Carcinoma do
ducto salivar
Carcinoma do
ducto salivar
Carcinoma do
ducto salivar
Adenocarcinoma
SOE
Adenocarcinoma
SOE
Carcinoma
mioepitelial
Carcinoma do
ducto salivar
Carcinoma do
ducto salivar
Adenocarcinoma
SOE
Carcinoma do
ducto salivar
Carcinoma do
ducto salivar
Adenocarcinoma
SOE
Carcinoma do
ducto salivar
Carcinoma
indiferenciado de
grandes células
Carcinoma
sarcomatoide
Adenocarcinoma
SOE
Adenocarcinoma
SOE
Carcinoma
mioepitelial
Carcinoma
epitelial-
mioepitelial
Carcinoma
mioepitelial

Grau
histolégico

Alto
Baixo
Alto
Baixo
Alto
Alto
Alto
Baixo
Baixo
Baixo
Alto
Alto
Baixo
Alto
Alto
Alto
Alto

Alto

Alto
Alto
Alto
Baixo

Baixo

Baixo

Classificagéo
(invasao)

Intracapsular
Intracapsular
Intracapsular
Intracapsular
Intracapsular
Intracapsular
Intracapsular

Minimamente
invasivo
Minimamente
invasivo
Minimamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo

Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo
Francamente
invasivo

Francamente
invasivo

Atividade
mitética
Sim
Né&o

Sim

Néo
Sim
Néo
Néo
Néo
Néo
Sim
Sim
Néo
Néo
Sim
Sim
Sim

Sim

Néao

Nao

Néao

Necrose

Sim
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim
Néo

Néo

Néo
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim

Néo

Néo

Né&o

Néo

Invaséo
perineural

Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim

Sim

Néo

Né&o

Néo

Invaséo
angiolinfatica

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Metastase
nodal

Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Néao
Sim
N&o

N&o
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5.2 Grupo carcinomas ex-adenoma pleomorfico em fases precoces de progressdo

histolégica

Neste grupo composto por 10 pacientes, dos quais 6 mulheres (60%) e 4 homens
(40%), a glandula pardtida foi a mais frequentemente acometida (5 casos), seguida pelo palato
(3 casos), mucosa jugal (1 caso) e glandula lacrimal (1 caso). Em sete casos o carcinoma
estava confinado aos limites da capsula do AP (intracapsulares) e em 3 o carcinoma penetrou
0s tecidos extracapsulares em menos de 1,5 mm de distancia (minimamente invasivos). Em

apenas 1 caso o carcinoma originou-se em AP recorrente.

5.2.1 Aspectos histopatoldgicos

Areas reconheciveis de AP foram identificadas em todos os casos e eram
representadas por estruturas ductiformes revestidas por duas camadas de células, blocos e
corddes celulares associados a um estroma de aspecto mixocondroide ou hialino. Nessas
regibes ndo foram observadas atipias celulares. Em um caso, zonas completamente
hialinizadas representavam o0 componente benigno residual, inviabilizando a avaliacdo
morfologica e imuno-histoquimica. Focos de carcinoma intraductal, caracterizados por
estruturas ductais expandidas por células morfologicamente malignas encarceradas por uma
rima de células mioepiteliais benignas remanescentes das estruturas ductiformes do AP foram

identificadas em 7 casos (70%), todos de diferenciacdo luminal.

Em 8 casos, 0 componente carcinomatoso exibia apenas diferenciacdo luminal e foi
subclassificado como carcinoma do ducto salivar em 5 casos, todos intracapsulares e de alto
grau histolégico. O adenocarcinoma sem outra especificacdo de baixo grau foi o subtipo

histoldgico em 3 casos, 1 intracapsular e 2 minimamente invasivos.

Nos outros 2 casos desse grupo, 1 intracapsular e 1 minimamente invasivo, 0
componente maligno exibia apenas diferenciacdo mioepitelial (carcinoma mioepitelial) e de
baixo grau histolégico com auséncia de atipia e atividade mitotica identificavel. Apesar do
pouco contraste morfolégico, o diagndstico de carcinoma mioepitelial intracapsular ex-

adenoma pleomoérfico foi possivel porque as areas interpretadas como malignas penetravam o
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tecido conjuntivo capsular sob a forma de blocos celulares sélidos associados a zona de
reacdo inflamatoria e hemorragia. Além disso, tais &reas eram separadas do AP remanescente
por um foco extenso de necrose coagulativa. O caso ndo havia sido previamente manipulado
em procedimentos diagnosticos, o que poderia justificar tais alteracdes, e 0 exame de cortes

histoldgicos seriados ndo evidenciou areas de penetracdo além da cpsula.

Necrose e atividade mit6tica marcada foram identificadas em 50% e 30% dos casos,
respectivamente. Em nenhum caso pdde-se evidenciar invasdo perineural ou émbolos
carcinomatosos angiolinfaticos. Ainda, nenhum paciente exibiu evidéncias clinicas e de
imagem da presenga metastase nodal no momento do diagnostico. Os aspectos
histopatoldgicos dos CXAPs precoces podem ser apreciados na figura 5.1.
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Figura 5.1- Aspectos histopatoldgicos observados nos casos de carcinoma ex-adenoma pleomérfico (CXAP)

em fases precoces de progressdo histoldgica. A, CXAP intracapsular. O adenoma pleomdrfico
(AP) residual é representado pela area hipocelular & esquerda. Note que as areas carcinomatosas
(hipercelulares) estdo confinadas aos limites da capsula. B, area de AP residual. C, area de
carcinoma intraductal. Células eosinofilicas de aspecto apécrino e exibindo marcado
pleomorfismo, aspectos morfoldgicos compativeis com carcinoma do ducto salivar, confinadas por
uma rima de células mioepiteliais remanescentes dos ductos do adenoma pleomérfico pregresso
(cabecas de seta). A camada de células mioepiteliais evidenciada pela imuno-histoquimica para
proteina p63 (detalhe). D, CXAP minimamente invasivo cujo componente maligno é representado
adenocarcinoma sem outra especificacdo de baixo grau que penetra focalmente o parénquima da
glandula salivar.
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5.2.2 Expressdo de Bmi-1, SOX2 e Nanog em carcinomas ex-adenoma pleomorfico em fases

precoces de progressdo histolégica

Todos os casos de CXAP deste grupo foram positivos para os fatores estudados
(Tabela 5.2 e Figura 5.2). Em apenas 1 caso a avaliacdo da expressdo dos marcadores na area
de AP residual foi impossibilitada pela extensa hialinizacdo e auséncia de componente celular
suficiente. A expressdo de todos os marcadores foi semelhante tanto nas areas de carcinoma

intraductal quanto extraductal. Dessa maneira, essas regides foram avaliadas em conjunto.

Em todos os casos de CXAPs precoces (100%) pdde-se observar expressao nuclear da
proteina Bmi-1 em quantidades varidveis nas areas malignas. Cinco casos exibiram marcacao
difusa e foram classificados como escore 3, 4 casos foram classificados como escore 2 e 1
caso recebeu escore 1 para seu perfil de marcacdo. Em apenas um caso foi observada

marcacdo em escassas células no AP residual.

Positividade nuclear para a proteina SOX2 foi observada no componente
carcinomatoso em 9 casos (90%) desse grupo, dos quais 6 foram classificados como escore 3
de marcacdo (4 luminais e 2 mioepiteliais) e 3 como escore 1 (todos luminais). A area

benigna de apenas 1 caso foi positiva para SOX2 e classificada como escore 1.

A proteina Nanog foi expressa no nucleo e citoplasma das células carcinomatosas em
6 dos 10 casos de CXAP deste grupo (60%), todos de diferenciacdo luminal. Em 4 casos as
areas positivas foram classificadas como escore 3 e como escore 2 em 2 casos. As areas de
AP residuais avalidveis de todos os casos foram negativas para esse marcador.
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Tabela 5.2 — Expresséo dos fatores relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog nas
areas benignas e malignas nos 10 casos do grupo de carcinomas ex-adenoma pleomérfico em fases
precoces de progressdo histoldgica de acordo com a avaliagdo imuno-histoquimica

Bmi-1 SOX2 Nanog
AB AM AB AM AB AM
% de células positivas
Negativo (escore 0) 9 0 9 1 10 4
<30% (escore 1) 1 1 1 3 0 0
30-60% (escore 2) 0 4 0 0 0 2
>60% (escore 3) 0 5 0 6 0 4

AB: area benigna; AM: area maligna

Né&o houve correlagéo estatisticamente significativa entre a expresséo de Bmi-1, SOX2
e Nanog e os aspectos histopatolégicos associados ao componente maligno dos casos de
CXAPs em fases precoces de progressdo histologica estudados. Além disso, a expressdo dos
marcadores estudados foi semelhante em carcinomas originados em APSs primarios e no caso

associado a AP recorrente (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 — Correlagdo entre a expressdo de Bmi-1, SOX2 e Nanog e parametros histopatoldgicos observados nas
areas malignas dos casos de carcinomas ex-adenoma pleomérfico em fases precoces de progressao

histol6gica
Expressao Expressao Expressao de
de Bmi-1 p- de SOX2 p- Nanog p-
0/1  2/3 0/1  2/3 0/1 2/3

Historico da neoplasia

1 8 1,00 4 5 1.00 3 6 0,70
CXAP em AP priméario
CXAP em AP recorrente 0 1 0 1 1 0
Grau histologico do
componente carcinomatoso

1 4 1,00 2 3 100 2 3 1,00
Alto
Baixo 0 5 2 3 2 3
Atividade mitotica
Presente 1 2 0,30 2 1 050 2 1 0,50
Ausente 0 7 2 5 2 5
Necrose

1 4 1,00 3 2 0,52 3 2 0,52
Presente
Ausente 0 5 1 4 1 4
Invaséo perineural

0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND
Presente
Ausente 1 9 4 6 4 6
Invasdo angiolinfatica

0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND
Presente
Ausente 1 9 4 6 4 6
Metastase nodal

0 0 ND 0 0 ND 0 0 ND
Presente
Ausente 1 9 4 6 4 6

AP: adenoma pleomorfico; CXAP: carcinoma ex-adenoma pleomorfico; ND: pardmetro ndo detectado na amostra
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Figura 5.2- Expressdo dos fatores de transcricdo associados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e
Nanog no adenoma pleomorfico residual (A, C e E) e no carcinoma ex-adenoma pleomorfico em
fase precoce de progressdo histologica (B, D e F).
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5.3 Grupo carcinomas ex-adenoma pleomoérfico em fase avangada de progressao

histolégica

Nove homens (64,2%) e 5 mulheres (35,8%) compuseram este grupo. A glandula
parétida foi a mais frequentemente acometida (10 casos), seguida pelo palato (2 casos),

trigono retromolar (1 caso) e glandula lacrimal (1 caso).

5.3.1 Aspectos histopatologicos

Areas reconheciveis de AP estavam presentes em todos os casos deste grupo.
Entretanto, o AP residual de 2 casos era completamente hialinizado e hipocelular, o que
impossibilitou a anélise de critérios morfoldgicos e imuno-histoquimicos. Nos casos em que 0
corpo celular do AP residual era identificavel, ndo foram observadas atipias celulares. Focos
de carcinoma intraductal puderam ser observados em 7 casos, todos de diferenciacao luminal.

Em 5 casos o carcinoma teve origem em APs recorrentes.

Dentro deste grupo de CXAPs, foi encontrada maior diversidade de tipos celulares
envolvidos e subtipos histoldgicos associados ao componente carcinomatoso. Onze casos
apresentavam apenas componente luminal proliferado nas éareas malignas e foram
classificados como carcinoma do ducto salivar (5 casos), adenocarcinoma sem outra
especificacdo (4 casos), carcinoma indiferenciado de grandes células (1 caso) e carcinoma
sarcomatoide (1 caso). Os 5 casos de carcinoma do ducto salivar, 3 casos de adenocarcinoma
sem outra especificacdo e o carcinoma indiferenciado de grandes células exibiam marcada
atipia celular e foram considerados como neoplasias de alto grau histoldégico. Um caso de
adenocarcinoma sem outra especificacdo e o carcinoma sarcomatoide apresentavam pouco
pleomorfismo celular, sendo ent&o considerados como malignidades de baixo grau. Atividade
mitotica pronunciada pdde ser observada em 7 casos de CXAP com diferenciacdo luminal,

todos de alto grau histolégico.

Os outros 3 casos desse grupo exibiram componente maligno com diferenciagdo
mioepitelial. As celulas mioepiteliais carcinomatosas foram observadas isoladas ou em

associacdo com celulas luminais. Dessa maneira, 2 casos foram classificados como
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carcinomas mioepiteliais e 1 caso como carcinoma epitelial-mioepitelial. Nenhum dos casos
apresentou atipias citologicas importantes ou atividade mitética (neoplasias de baixo grau) e a
infiltracdo extracapsular foi determinante para o estabelecimento do diagnostico de

malignidade.

Extensa invasdo dos tecidos peritumorais, incluindo parénquima glandular, pele, osso,
mucosas oral e sinonasal, foi observada em todos os casos independentemente da
diferenciacdo celular. Assim, émbolos carcinomatosos angiolinfaticos e invasdo perineural
foram observados em 71,4% e 50% dos casos deste grupo, respectivamente. Sete casos (50%),
todos de fendtipo luminal, exibiram zonas de necrose associadas as areas malignas. Oito
pacientes (57%) apresentavam metastases nodais no momento do diagndéstico. Todos 0s casos
metastaticos exibiam diferenciacdo luminal, alto grau histoldgico e estavam associados a
invasdo angiolinfatica. Os aspectos histopatoldgicos encontrados nos CXAPs em fase

avancada de progressao histoldgica podem ser vistos na figura 5.3.
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Figura 5.3- Aspectos histopatoldgicos observados nos casos de carcinoma ex-adenoma pleomérfico (CXAP)
em fase avangada de progressdo histologica. A, Adenoma pleomorfico (AP) caracterizado por
zona circunscrita e hialinizada B, CXAP do tipo luminal (carcinoma do ducto salivar) com area de
necrose e invasdo perineural (*). C, CXAP do tipo mioepitelial justaposto ao AP residual, a
esquerda. D, infiltracdo da pele. E, @mbolos carcinomatosos angiolinfaticos. F, CXAP com
diferenciacdo do componente maligno em células luminais e mioepiteliais (carcinoma epitelial-
mioepitelial).
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5.3.2 Expressao de Bmi-1, SOX2 e Nanog em carcinomas ex-adenoma pleomorfico em fase
avancada de progressao histologica

De maneira similar ao grupo de CXAPs precoces, todos 0s casos em estagio avancado
de progressdo neoplésica exibiram positividade para os fatores estudados (Tabela 5.4 e Figura
5.4). Em 2 casos a avaliacdo das &reas de AP residual foi impossibilitada em funcdo da
extensa hialinizacdo e escasso componente celular. Uma vez que a expressdo dos marcadores
foi semelhante nas areas de carcinoma intraductal e extraductal em cada caso positivo, essas

regides foram avaliadas conjuntamente.

Positividade nuclear para a proteina Bmi-1 em variados graus foi observada no
componente maligno de 10 casos (71,4%) de CXAP avancados. Quatro foram classificados
como escore 3 (3 luminais e 1 mioepitelial), 2 como escore 2 (ambos luminais) e 4 casos
como escore 1 (2 luminais e 2 mioepiteliais). Em apenas 1 caso ocasionais células do AP

residual foram positivas.

O fator SOX2 foi expresso no nudcleo das células carcinomatosas em 13 casos de
CXAP avancados (92,8%). Em 6 casos (4 luminais e 2 mioepiteliais) a marcacdo foi
classificada como escore 3, 4 casos (3 luminais e 1 mioepitelial) obtiveram escore 2 e 3 casos
(todos luminais) escore 1. Em nenhuma area de AP residual avaliavel deste grupo pode-se

observar células neoplésicas positivas.

A semelhanca do observado para a proteina SOX2, as areas benignas de nenhum caso
deste grupo foram positivas para Nanog. Em cinco casos (35,7%), todos de fen6tipo luminal,
Nanog foi positivo nas células carcinomatosas, no nucleo e citoplasma. Em 3 casos a

marcacdo foi classificada como escore 3 e como escore 2 em 2 casos.
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Tabela 5.4 — Expressdo dos fatores relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog nas
areas benignas e malignas nos 14 casos do grupo de carcinomas ex-adenoma pleomorfico em fase
avangada de invasdo de acordo com a avaliagcdo imuno-histoquimica

Bmi-1 SOX2 Nanog
AB AM AB AM AB AM
% de células positivas
Negativo (escore 0) 11 4 12 1 12 9
<30% (escore 1) 1 4 0 3 0 0
30-60% (escore 2) 0 2 0 4 0 2
>60% (escore 3) 0 4 0 6 0 3

AB: area benigna; AM: area maligna

As expressdes de Bmi-1, SOX2 e Nanog foram semelhantes tanto em carcinomas
associados a APs primarios quanto em carcinomas que se originaram em AP recorrentes.
Além disso, ndo houve associacdo entre a positividade para Bmi-1 e Nanog e 0s aspectos
histopatolégicos grau histoldgico, presenca de atividade mitética proeminente, necrose,
invasdo perineural, presenca de émbolos angiolinfaticos e metéstases linfonodais. Entretanto,
os valores de p para a correlagdo entre a expressdo de SOX2 e necrose associada ao
componente carcinomatoso e metastase linfonodal foram p=0,06 e p=0,08, respectivamente
(Tabela 5.5). Uma vez que o valor p indica a probabilidade de se observar uma diferenca tdo
grande ou maior do que a que foi observada sob a hip6tese nula, consideramos que esses
valores possam indicar significancia estatistica, mas que a amostra presente provavelmente

seja pequena para estabelecer precisamente esse dado estatistico.
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Tabela 5.5 — Correlagdo entre a expressdo de Bmi-1, SOX2 e Nanog e parametros histopatoldgicos observados nas
areas malignas dos casos de carcinomas ex-adenoma pleomdrfico em fase avancada de progressao

histologica
Expressao Expressao Expressao de
de Bmi-1 p- de SOX2 p- Nanog p-
0/1  2/3 0/1  2/3 0/1 2/3

Historico da neoplasia

5 4 1,0 2 7 0,58 6 3 1,0
CXAP em AP priméario
CXAP em AP recorrente 3 2 2 3 3 2
Grau histologico do
componente carcinomatoso

4 5 0,30 4 5 0,23 5 4 0,58
Alto
Baixo 4 1 0 5 4 1
Atividade mitotica
Presente 3 4 0,59 3 4 0,55 3 4 0,27
Ausente 5 2 1 6 6 1
Necrose

3 4 0,59 4 3 0,06 4 3 1,0
Presente
Ausente 5 2 0 7 5 2
Invaséo perineural

4 3 1,0 2 5 1,0 3 4 1,0
Presente
Ausente 4 3 2 5 6 1
Invasdo angiolinfatica

5 5 0,58 4 6 0,25 6 4 1,0
Presente
Ausente 3 1 0 4 3 1
Metastase nodal

4 4 0,62 4 4 0,08 4 4 0,30
Presente
Ausente 4 2 0 6 5 1

AP: adenoma pleomorfico; CXAP: carcinoma ex-adenoma pleomorfico.
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Figura 5.4- Expressdo dos fatores de transcricdo relacionados a pluripoténcia de células-tronco no carcinoma
ex-adenoma pleomdrfico (CXAP) em fase avancada de progresséo histolégica. Expressao de Bmi-
1 em CXAP de fenotipo luminal (detalhe no inserto) (A) e mioepitelial (B). Expressdo de SOX2
em CXAP de fenétipo luminal (C) e mioepitelial (D). Detalhe no inserto. Em E e F, expressédo de
Nanog em CXAP de diferenciagcdo luminal.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos ineditamente a expressdo dos fatores de transcrigdo
relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog em uma série de 24
casos de CXAP em diferentes fases de progresséo histologica através da técnica de imuno-
histoquimica. Correlacionamos, ainda, os achados imuno-histoquimicos com aspectos
histopatoldgicos comumente associados a agressividade em neoplasias. O CXAP é um tumor
infrequente que j& foi chamado ao longo dos anos de tumor misto maligno, carcinoma ex-
tumor misto, carcinoma ex-adenoma e carcinoma ex-adenoma pleomoérfico benigno (1). Em
sua ultima classificacdo para as neoplasias de cabeca e pescogo, a OMS propbs o termo
“carcinoma ex-adenoma pleomorfico” para definir qualquer malignidade de diferenciagéo

epitelial que se origine em um AP, e esse termo tem sido amplamente utilizado desde entéo

).

Pela possibilidade de avaliar na mesma lesdo areas benignas e malignas justapostas, o
CXAP constitui um modelo muito interessante de carcinogénese para estudar a progressao do
adenoma para o carcinoma. No passado, sugeriu-se que essas neoplasias fossem malignidades
sem antecedentes em neoplasia benigna prévia e que apenas exibiam areas morfologicamente
semelhantes ao AP (80). Esse conceito foi contestado por LiVolsi e Perzin (18) que
descreveram areas benignas de AP em todos os casos de sua série. Identificaram, ainda, zonas
de transicdo entre as areas benignas e malignas em muitos casos. Em outras séries, a
transformacdo maligna do AP em CXAP foi também histologicamente fundamentada pela
presenca de zonas de transicdo entre o AP e 0 CXAP (1, 3, 4, 20-23). Areas de carcinoma
intraductal foram observadas em 14 de nossos 24 casos, todos de diferenciacdo luminal.
Assim, os CXAPs do presente estudo também possuem claros indicios morfologicos que
suportam a teoria de que o AP possa, ainda que raramente, sofrer transformacdo maligna e
que as células precursoras do carcinoma sdo, na maioria dos casos, as de diferenciacdo
luminal presentes nas estruturas ductiformes do AP. Além disso, em todos 0s casos em que
areas de carcinoma intraductal foram detectadas o componente maligno era de diferenciacéo
luminal, o que sugere que as células transformadas tendem a manter uma linha de

diferenciacéo ao longo da progresséo histologica do CXAP.

Os dados clinicopatolégicos dos casos de CXAP aqui estudados compartilham

parcialmente com os achados na literatura. O CXAP é descrito como uma malignidade que
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acomete pacientes entre a 62 e a 8 décadas de vida, com discreta predilecdo por pacientes
mulheres (1-3). De maneira geral, a média de idade dos nossos pacientes € parecida com a
descrita nas maiores casuisticas de CXAP disponiveis (2-4, 18-24, 27, 28, 31, 80, 81), mas
igual distribuicdo entre os sexos foi encontrada. Essa observacdo tambem foi feita por
Mariano et al. (81) em sua série de 38 casos de CXAPs que acometeram pacientes brasileiros,
e diferencas geograficas podem explicar essa divergéncia da literatura. Outro dado
interessante é que, de maneira geral, pacientes mulheres foram diagnosticadas em média mais
de uma década mais velhas (média 67 anos) que os homens (média 55,2 anos). Todavia,
quando consideramos apenas 0s CXAPs precoces, 60% dos pacientes de nossa série Sao
mulheres. Por outro lado, pacientes homens compuseram 64,2% dos individuos com CXAPs
em fase avancada de progressdo histoldgica. Apesar de a literatura carecer de dados
epidemioldgicos especificos acerca do atraso no diagndstico de pacientes com neoplasias
malignas de glandulas salivares, a préatica clinica indica que por questdes socioculturais o0s
homens costumam demorar mais que as mulheres para procurar tratamento, o que justificaria
esse dado (82).

De maneira semelhante a outras séries, a glandula parotida foi a localizacdo mais
comum para a ocorréncia do CXAP (2-4, 18-24, 27, 28, 31, 80, 81). As glandulas salivares
menores da boca foram o segundo sitio anatdbmico mais comum, particularmente o palato, mas
nenhum caso foi observado nas glandulas submandibulares, que s&o apontadas como a
segunda localizacdo anatdmica mais comum para a ocorréncia dessa neoplasia (1-3). Essa
diferenca pode ser parcialmente explicada pelo fato de uma das instituicdes que contribuiu
com a presente casuistica, a disciplina de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sdo Paulo, constituir um Servico de anatomia patoldgica
especializado em doencas da cavidade oral e estruturas anexas, com poucos casos registrados
de neoplasias localizadas em glandulas salivares maiores. Além dos casos situados em
glandulas salivares maiores e menores, incluimos em nossos experimentos 2 casos de CXAPs
que acometeram as glandulas lacrimais. Apesar de as glandulas lacrimais exibirem grandes
peculiaridades fisioldgicas, as neoplasias do tipo glandula salivar que as acometem,
particularmente 0o AP e CXAP, possuem marcada semelhanca morfoldgica, imuno-
histoquimica e genética com suas contrapartes salivares, o que nos motivou considerar esses
casos (83).

O acimulo de alteragdes genéticas multiplas que ocorrem ao longo do tempo parece

constituir o cerne do processo de transformacdo do AP em CXAP. O risco de transformacao
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maligna aumenta de 1,6% em APs com 5 anos ou menos de duracdo para 9,5% em casos com
mais de 5 anos (1). Dessa maneira, é possivel entender porque a faixa etaria dos pacientes
com malignidade associada ao AP aumenta quando se comparam as idades dos pacientes com
AP, cuja média de idade descrita na literatura gira em torno da 42 década de vida (1, 2, 9-11),
com aquelas de pacientes com CXAPs intracapsulares, minimamente invasivos e francamente
invasivos, respectivamente 55,5, 59 e 64,4 anos em nossa casuistica. Além da longevidade,
recorréncias multiplas também parecem aumentar o risco de transformacdo maligna do AP (1,
2, 18). Seis CXAPs dos 24 estudados no presente trabalho (25% do total) foram originados

em APs recorrentes.

O termo “carcinoma ex-adenoma pleomorfico” contempla em partes a grande
diversidade morfologica que essa neoplasia pode apresentar. Virtualmente qualquer neoplasia
maligna epitelial pode compor as areas carcinomatosas do CXAP e diversos subtipos
histolégicos estdo descritos na literatura, com o carcinoma do ducto salivar e o
adenocarcinoma sem outra especificacdo considerados como os mais comuns (1-3, 16, 21, 22,
81). Os casos da presente série reproduziram essa heterogeneidade morfoldgica e diversos
tipos histoldgicos foram identificados. Igualmente, o carcinoma de ducto salivar e o
adenocarcinoma sem outra especificacdo foram os tipos mais frequentes, além do carcinoma
indiferenciado de grandes células, carcinoma sarcomatoide, carcinoma epitelial-mioepitelial e
carcinoma mioepitelial, que também compuseram o amplo espectro morfoldgico dos

presentes casos.

Particularmente em relacdo aos carcinomas com diferenciacdo luminal, as diferencas
histopatoldgicas entre as areas malignas e benignas eram evidentes, com as primeiras
frequentemente exibindo pleomorfismo celular, atividade mitética pronunciada e focos de
necrose, independentemente da presenca de invasdo capsular, o que facilitou o processo
diagnostico. Por outro lado, os CXAPs com diferenciacdo mioepitelial possuiram morfologia
celular branda, baixa atividade mitética e pouco contraste morfol6gico com o as areas de AP,
a excecdo do Unico caso de CXAP intracapsular do tipo mioepitelial descrito, que exibia areas
de necrose. Assim, a identificacdo de areas infiltrativas foi necesséria para a conclusdo
diagndstica. O desafio para identificar precocemente a transformacgdo maligna do AP em um
carcinoma de baixo grau como, por exemplo, o carcinoma mioepitelial ou o carcinoma
epitelial-mioepitelial, € uma realidade na pratica de patologistas dedicados ao diagnostico de
lesGes da regido de cabeca e pescoco (22, 23, 25, 26). Consequentemente, tais carcinomas séo

frequentemente diagnosticados quando invadem além dos limites da capsula do AP (22).
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Em sua historia natural de progressao histologica, 0 CXAP se desenvolve dentro dos
limites do AP “materno” e, se ndo tratado, invade através da capsula com o tempo. Assim, o
CXAP pode ser diagnosticado em diferentes fases de invasdo capsular. Se as areas malignas
estdo confinadas aos limites do AP, o carcinoma é entdo denominado intracapsular e o
prognostico é excelente (1-4, 18, 19, 21-23, 27, 28). Apenas um caso de CXAP intracapsular
com metéstase linfonodal foi relatado, porém os autores ndo especificam o quanto a cépsula
da massa neoplasica priméria foi explorada para excluir a possibilidade de areas invasivas,
mesmo que focais (84). Por outro lado, em alguns casos de CXAP com focos de invaséo
extracapsular (CXAPs minimamente invasivos) o comportamento clinico é bastante favoravel
(1, 2). Apesar de ndo existir ainda consenso sobre uma distancia méxima segura de invasdo
para 0 CXAP, consideramos a distancia de até 1,5 mm para classificar minima invasdo, como
recomendado pela OMS (2). Entdo, os casos subclassificados como intracapsulares e
minimamente invasivos foram estudados conjuntamente em um grupo denominado CXAPs
em fases precoces de progressdo histolégica. Em nenhum caso desse grupo ocorreram invasao
perineural, angiolinfatica ou mesmo metastases linfonodais. Assim, pudemos reafirmar o
comportamento clinico indolente de CXAPSs intracapsulares ou que invadem até 1,5 mm além
da capsula do AP (1-4). No entanto, vale ressaltar que o componente carcinomatoso dos 3
casos de CXAPs minimamente invasivos aqui estudados eram de baixo grau histoldgico (2
adenocarcinomas sem outra especificagdo e 1 carcinoma mioepitelial). Esse aspecto sugere
gue tanto o subtipo como grau histoldgicos possam influenciar o comportamento bioldgico do

CXAP, como previamente proposto por Griffth et al. e por Rito e Fonseca (27, 28).

Os CXAPs com franca invasao dos tecidos extracapsulares (CXAPs em fase avancada
de progressdo histoldgica) representaram um total de 58,3% de todos 0s nosSsOS casos.
Embolos carcinomatosos angiolinfaticos e infiltracdo perineural foram identificados em
71,4% e 50% desses casos, respectivamente. Além disso, 57% dos pacientes com CXAPs
francamente invasivos apresentaram metastases linfonodais no momento do diagnostico.
Ainda que a real incidéncia de metéastases linfonodais em CXAP varie de estudo para estudo,
essa alta frequéncia de neoplasias invasivas e com metastases ao diagndstico parece
representar um perfil associado ao 0 CXAP (1-3, 21-23, 27, 28, 81). Uma vez que no CXAP o
carcinoma se origine em AP de longa duracdo, provavelmente os pacientes acometidos
demorem a manifestar qualquer sinal ou sintoma de alarme para malignidade, o que

favoreceria o diagndstico da doenca em fases mais tardias.
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Na literatura, sdo incomuns os trabalhos que estudam o processo de malignizacdo do
AP avaliando as areas benignas e malignas na mesma massa neoplésica, e mais raros ainda
sdo aqueles que possuam diversos casos de CXAP em momentos variados de invasao (4, 85,
86). Em nossa série de 24 CXAPs em diferentes estagios de invasdo capsular, pudemos
avaliar a expressédo dos marcadores estudados no componente carcinomatoso de todos os
casos e nas areas de AP residual em 21 casos, 0 que possibilitou demonstrar o perfil de

marcacdo de Bmi-1, SOX2 e Nanog na sequéncia adenoma-carcinoma.

Os maiores desafios para o tratamento de neoplasias malignas que acometem as
glandulas salivares, a semelhanca do que ocorre em outras neoplasias sélidas, consistem na
resisténcia das celulas neoplésicas a quimioterapia e na falta de opcbes de terapias alvo
seguras e efetivas disponiveis. Embora cirurgia com margens livres de tecido neoplasico e
radioterapia curem uma parcela dos pacientes com essas lesdes, em alguns casos o controle
local da doenca € impossibilitado por recorréncias e o desenvolvimento de metastases leva a
grande morbidade (1, 2, 87). As CTN compGem uma subpopulacdo de células neoplésicas
raras com potencial proliferativo indefinido e capacidade de auto-renovagdo (6, 7). Essa
populacdo de células com caracteristicas especificas ja foi implicada nos processos de
iniciacdo e progressdo neoplasicas, bem como resisténcia terapéutica ao tratamento e
metéstases (5-8, 33, 36-50, 52, 54, 64-67, 73, 77, 79, 88). Assim, as CTN parecem compor
um alvo terapéutico promissor. No presente estudo, demonstramos a superexpressdo dos
fatores relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2 e Nanog na progressao
histolégica do CXAP. Ainda, a expressdao de SOX2 foi correlacionada com necrose e

metastases linfonodais associadas a neoplasia em CXAPs francamente invasivos.

A hipétese das CTN e o impacto prognostico da expressdo dos fatores a elas
associados ainda precisam ser amplamente explorados em neoplasias de glandulas salivares
benignas e malignas, e os trabalhos disponiveis na literatura sobre esse assunto Ssao
extremamente escassos. Entretanto, ja existem evidéncias sobre a presenca de CTN em
neoplasias malignas glandulares. Em um modelo xenografico, células derivadas de carcinoma
adenoide cistico com alta expressdo de ALDH (aldeido desidrogenase), um marcador
associado ao fendtipo de células-tronco, foram capazes de gerar doenga neoplésica e
metastases em ratos, ao passo que celulas com baixa expressdo desse marcador nao
demonstraram essa habilidade. Além disso, demonstrou-se in vitro que tais células formavam
esferas, exibiam pouca aderéncia e maior capacidade de invasdo (89). Zhou et al. (2013)

avaliaram a expressao imuno-histoquimica de ALDH em casos de carcinoma adenoide
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cistico, mas ndo houve correlacdo com parametros clinicopatoldgicos como tamanho da
neoplasia, invasdo perineural ou sobrevida (90). Recentemente, Adams et al. (2015) isolaram
células de carcinoma mucoepidermoide com alta expressdo de CD44 e ALDH. Essas células
demonstraram alto potencial tumorigénico in vivo quando comparadas com suas contrapartes
que exibiam baixas expressdes desses marcadores (91). Em trabalho recentemente publicado
por nosso grupo, avaliamos a expressdo imuno-histoquimica dos marcadores associados as
células-tronco CD44, Bmi-1, Oct4 e Nanog em 28 casos de carcinoma mucoepidermoide e em
tecido de glandula salivar ndo neoplasico. De acordo com nossos resultados, a expressdo de
Oct4 a Nanog foi correlacionada com invasdo perineural e desmoplasia estromal. Ainda,
observamos um padrdo dissociativo de invasdo neoplasica nos casos em que Oct4 foi

superexpresso (92).

A expressao aberrante de diversos fatores associados as células-tronco, incluindo Bmi-
1, SOX2 e Nanog, tem sido associada com mecanismos de carcinogénese, assim como perda
de diferenciacdo, capacidade de invasdo e metastase pelas células neoplésicas, além de mau
prognostico (5, 6, 8, 34, 38, 42, 45, 51-53, 77, 88). Nossos resultados mostraram que Bmi-1 e
SOX2 foram ocasionalmente expressos em escassas células das areas residuais de AP nos
casos de CXAP avaliados, e 0 Nanog é negativo em tais areas. Por outro lado, as areas
malignas de todos os casos foram positivas para os fatores estudados. A expressdo desses
marcadores em células das areas benignas pode ser parcialmente explicada pelo fato de a
morfologia ser um produto final da associacdo de multiplos eventos genéticos e ambientais, e
essas células histologicamente benignas poderem apresentar um gendtipo intrinseco associado
a malignidade que, naquele momento, ainda ndo estava traduzido em um fendtipo
carcinomatoso. Assim, o0 aspecto morfolégico pode ndo traduzir completamente a
instabilidade genética da célula. Além disso, a identificacdo de células positivas nas areas de
carcinoma intraductal sugere que a aquisicdo da expressdo desses fatores seja um evento

precoce na transformacéo maligna do AP.

O fator Bmi-1 foi expresso no componente carcinomatoso de todos os casos de CXAP
em fases precoces de progressdo histologica e em 71,4% dos casos francamente invasivos.
Dessa maneira, observamos um decréscimo na expressao conforme a neoplasia progride
histologicamente, o que indica que esse fator seja importante no processo de carcinogénese,
mas talvez ndo tenha um papel determinante na proliferacéo e invaséo das células neoplésicas.
Esse achado foi semelhante ao de Bachmann et al. (93) que associaram a perda de expressao

de Bmi-1 com a progressdo clinica e queda nas taxas de sobrevida em melanomas cutaneos.
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Apesar de ndo termos encontrado correlacdo entre a expressdao de Bmi-1 e os parametros
anatomopatoldgicos avaliados, Chang et al. (79) associaram a desregulacdo de Bmi-1 com o
aumento na migracdo, invasdo e progndstico pobre em casos de carcinoma adenoide cistico.
Além disso, a expressdo de Bmi-1 é associada com o desenvolvimento de metéstase, apesar

de ndo termos evidenciado essa relacdo em nossos resultados (58, 88).

Observamos, a semelhanca do descrito com Bmi-1, uma queda na expressdo de Nanog
nas areas malignas quando comparamos CXAPs em fases precoces e avancada de progressao
histologica (60% de casos precoces positivos contra 35,7% de avancados), sugerindo-nos que
esse fator também seja importante no processo de malignizacdo das células neoplésicas, mas
ndo na invasdo e progressdo neoplasicas. Também ndo houve correlacdo estatistica entre a
expressao de Nanog e os parametros anatomopatoldgicos avaliados, entretanto esse marcador
ja foi implicado em recorréncia neoplésica, sobrevida livre de doenca curta e alto risco para o

desenvolvimento de metastase (94).

O fator SOX2 foi expresso nas areas carcinomatosas de 90% dos CXAPs em fases
precoces de progressao neoplasica e em 92,8% dos casos em fase avancada de invasdo. Esse
aumento de expressdo, apesar de discreto, é oposto ao que se pdde observar para 0 Bmi-1 e
Nanog. Além disso, a expressdo de SOX2 parece estar correlacionada com necrose neoplasica
(p=0,06). O parametro necrose esta associado com grau histolégico e progndstico reservado
em carcinomas de glandulas salivares (95). Assim, a expressao de SOX2 nos sugere que essa
proteina possa contribuir nos processos de proliferacdo celular e invasdo pelas células

neoplasicas em CXAP.

A presenca de metéstase linfonodal constitui um importante fator adverso em
neoplasias epiteliais malignas que podem acometer os diversos 6rgdos que compdes 0S
sistemas organicos, incluindo aqueles presentes na regido de cabeca e pescoco (96).
Metéastases em linfonodos cervicais foram identificadas em 57% dos pacientes com CXAPs
francamente invasivos de nossa série. Em todos esses casos 0 CXAP possuia diferenciacdo
luminal no componente carcinomatoso, que era de alto grau histologico e com areas de
invasdo linfatica. O desenvolvimento de metastase € um processo extremamente complexo
que envolve numerosas interagdes que ocorrem no microambiente neoplésico, incluindo a
invasdo de vasos linfaticos e sanguineos pelas células neoplasicas como um mecanismo de
locomocdo para sitios distantes (97). Em seu estudo sobre angiogénese e linfangiogénese em

CXAPs, Soares et al. (98) demonstraram que vasos linfaticos intratumorais sdo extremamente
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raros em CXAPs em fases precoces de invasdo. Por outro lado, CXAPs invasivos estdo
associados a uma trama linfatica complexa, composta predominantemente por vasos linfaticos
pré-existentes dos tecidos ndo neoplasicos, e tanto os vasos linfaticos intratumorais quanto
peritumorais em CXAP sdo condutores de émbolos neoplasicos. Ainda, apontaram que
CXAPs com diferenciacdo mioepitelial possuem menor capacidade de invadir vasos linfaticos
e, assim, de produzir metastases. Esses dados justificam nossos achados no que diz respeito
aos casos com metastases linfonodais. Além disso, a expressdo do fator SOX2 também parece
estar correlacionada com a presenca de metastase linfonodal ao diagndstico (p=0,08).
Semelhante ao que observamos, a expressdo de SOX2 foi associada com a presenca de
metastases linfonodais em carcinoma colénico, laringeo, mamario, oral e prostético (99-104).
Em carcinomas de glandulas salivares, metastase e prognostico pobre foram relacionadas com
superexpressdo de SOX2 em casos de carcinoma adenoide cistico (105). Por outro lado, altos
indices de expressdo de SOX2 foram associados a baixas taxas ou mesmo auséncia de
metastase linfonodal em carcinoma de esdfago e estbmago (106, 107). Essas diferencas
refletem a complexidade tanto da carcinogénese quanto dos processos de invasao neoplésica e
metastase. Assim, ainda had muito a ser explorado sobre o papel de Bmi-1, SOX2 e Nanog na

biologia dos mais variados tipos de neoplasias.
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7 CONCLUSOES

As evidéncias encontradas no presente estudo permitem as seguintes conclusoes:

o O CXAP engloba um amplo espectro de neoplasias malignas epiteliais com diferentes
morfologias, tipos de diferenciacdo e comportamento bioldgico variado, mas com a
caracteristica comum de se originarem a partir do AP

o Os fatores de transcricdo relacionados a pluripoténcia de células-tronco Bmi-1, SOX2
e Nanog séo superexpressos na transformacéo maligna do AP em CXAP

o A positividade para Bmi-1, SOX2 e Nanog em areas de carcinoma intraductal sugere
que a aquisicdo da expressdo desses fatores seja um evento precoce na transformacéo
maligna do AP

o Hé& perda de expressdo de Bmi-1 e Nanog na progressao histologica do CXAP. Dessa
maneira, esses fatores parecem contribuir com o processo de transformacgdo maligna
do AP, mas talvez ndo tenham papel determinante na invasédo e progressao neoplasicas

o A superexpressdo do fator SOX2 parece correlacionar-se com necrose neoplasica e
metéstase linfonodal em CXAPs francamente invasivos, sugerindo que esse fator

possa contribuir no processo de metastase
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Apresentag3o do Projeto:

Estudo das alteragdes anatomopatologicas, Imunofenotipicas e geneticas ocormdas na transformagdo
maligna 6o adenoma pleomorico em Carcinoma ex-adenoma pleomonco.

Serdo selecionados dos arquivos 0o Servigo de Anatomia Patologica ¢a Faculdade ce Odontologla da

Universidade de S3o Paulo 20 casos dlagnosticados como CXAP e 20 casos de AP sem malignizagdo.

Dados relativos a0 sexo, ldade, localizagdo do tumor primario, tratamento e informagdes sobre o
acompanhamento serdo coletados dos prontuarios dos pacientes. Cortes de Sm serdo reallzacos a partr 80
material embiocado em paranna & as lAminas coradas @m hematoxiiing e 2osina serdo avalladas por dols
pesquisadores deste estudo. Caoda caso de CXAP sera classifcado de acordo com O subltipo & grau

nistologicos 0o componente carcinomatoso, grau de Invasdo atraveés da capsula, Invasdo perineural,

émbolos anglolinfaticos, necrose tumoral, status da margem de ressecgdo cirdrgica & presenga de
metastases IInfonodals 30 JIagnostico Para a realizagdo 0as reagdes Imuno-histoquimicas sera utlizado o

método polimerico livre de biotina & 08 cores submetidos 30§ RAS, pS3, pRD, Jab-1, clina D1, Bmi-1,

Nanog, Oct-4 ge acordo com as Instrugdes o fabricante. Bravemente, cortes de 3 serdo oblicos dos
umores emblocados em paranna que serdo NIdratados & desparannizados em cacelas de alools @ xil. Em
S8QUINa, 5673 realizZado DIOQUEIo 03 peroxidase endogena alraves 0a INcudagdo dos cores em solugdo oe
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peroxido de hidrogénio a 10%. De acordo com cada anticorpo Utiizado, A recuperagdo

antigénica sera reaiizada em citrato ou EDTA 3 $5°C em banho-maria por 30 minutos. Apos o resfriamento,

06 cones serdo encubacos com 08 INTCOMPOS PrMAros 3 4°C peld tempo pPreconizaco pelo fabricante e, em
$eguica, com o polimero EnVision por uma hora em temperatura ambiente,

Subsequentemente as secgdes serdo coradas por S mInUtos UtIZando-s€ 3 s0UGA0 Cromogenica (DAB) &
entdo contracoradas com hematoxiina de Mayer.As reagles imuno-histoquimicas serdo analisadas
semiquantitativaments, recedendo cada core uma graduagdo Mnal. As c2lulas serdo consideradas positvas
ou negativas para 0s marcadores, sendo obedecida uma graduagdo para a analise da quantidace das
celulas marcadas

como 0: sem postivicade Grau 1: ate 5% Oe celulas positivas;Grau 2: de § a S0% de células positivas,Grau
3: mals oe S0% ce celulas positivas. Para avallagdo 0a expressdo genica, 0 RNA sera extraldo 0os casos
£6tUdados através da obtengdo de cores s2rlados de Sm a partir dos bIoCos s2lecionados @ utizando-s2 o
kit RNeasy para material conservaco &m formalina & embiocado em parafiina seguindo as recomendagbes
do

fabricante. O RNA sera ressuspenso @ a concentragdo determinada por espectofolometro. A pureza e
Integricade do RNA 1501300 serdo ceterminadas por um gel deagarose 1%.0 DNA complementar sera
sintetizado a partir de S00ng de RNA total, por melo de uma reagdo oe

ranscngdo reversa utiizando-62 3 enzima MUtisCridetranscriptase reversa @ nucieoticeos randomicos para
um volume fnal de 21L. A mistura com todos 08 reagentes NECessarnos Para 3 reacdo sera preparada em
fuxo lamnar @ 0s tubos serdo INCudbados em termociciador. O CONA 0DUGO serd testado atraves da tecnica
de PCR em tempo real para avallar 3 expressdo oe 3 genes constiutivos As reagdes de QPCR para analse
@os niveis de

expressdo de multplos genes serdo realizadas utizando-s 0 termociciador 7500 termociciador, uoroforo
SYBR® Green | para 0 gene constitutivo HPRT e atraveés de uma placa pre-fabrcada para PCR array que
possiDIita 3 avallagdo a expressdo de mOItpIos genes em uma mesma reagdo. As condighes das reagles
$&rd0 padronizadas posteriormente de acordo com as recomendagies 0o fabricante e, apos a ampificaglo,
35 amMOosiras serdo submetidas 3 analise 0a curva de aissoclagdo.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos do presente estudo baselam-seé no estudo das alteragbes anatomopatologicas,
Imunofenotipicas ¢ geneticas ocorridas no processo de malignizagdo do adenoma pleomorfico.
Objetvo Primario:

- Estabelecer 0 perfil clinico @ anatomopatologico de uma populagdo de pacientes drasieiros
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acometicos por CXAR; - Correlacionar variavels clinicas e anatomopatologicas com 3 expressdo de
proteinas relacionadas 3s mails varadas fungdes celulares a fim 08 COMPreender MEcanismos envolvidos na
ransformacado maligna coAP; - Avalar 3 expressdo de mUItipios genes N3 progressdo acenoma-carcinoma
€ comelacionar 08 3chados com CIractersicas clinicas & anatomopatologeas.

Objetivo Secundario:

- Fornecer dados que auxiliem na compreensdo dos mecanismos fslopatologicos envolvidos na
transformagdo maligna do AP.

Avallagido dos Riscos e Beneficlos:

Riscos:

N30 Na riscos para O sujelto 08 Pesquisa A que este COMespoNae 3 materals conservados em formol 10% e
embedidos em paraftna que a fazem

parte dos arquivos do servigo 0e Anatomia Patoldgica da Facuidade de Odontologla da Universidade de S0
Paulo & 13 estdo para essa Nnalidade.

Para a realizagdo dos ensalos expermentals desta pesquisa serdo utilizados materais adequadamente
esterliizados. Os reagentes utiizacos nas

técnicas histologicas, de Imuno-histogquimica & moleculares serdo manipulados com medidas de
plosseguranga cablivels, como O uso de luvas,

MAsCcara, Oculos, 1oUca @ avental.

Beneficios:

A compreensdo 00s fendmenos clinicos, anatomopatologicos, Imunofendtipicos & prncipaimente genéticos
3550C1a008 30 Processo 0e malgnizacdo

do AP podem favorecer a identificagdo precoce o pacientes com candidatos a esse evento, bem como 2
esiratifcagdo de pacientes com CXAP em

grupos de prognostico favoravel e de prognostico desfavoravel, possidiitando coNOUtas terapeuticas
Individualizadas.

Comentarios e ConsideragOes sobre a Pesquisa:

O projeto ol realizado de forma cometa.

Considerag0es sobre 08 Termoe de aprasentagao obrigatoria:

Foram apresentados 10d0s 0§ 1emos obrigatonos:

- Foina de rosto

- Autorizagdo para uso do ladboratorio de Patologla cilnica, matenial @ uso das fichas de solictagio
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dos exames.
- Cronograma correto

- TCLE ol dispensado porque O presente projeto de pesquisa Ira utlizar amosiras consernvadas em formol
10% e embebidas em parafna [ pentencentes & devidamente

JUtOrzadas para Uso Neste projeto pertencentes 30s arquivos do Servigo de Anatomia Patologica 0a
Faculdade de Odontologla da Universidade de S30 Paulo por melo de técnicas laboratorials.
Recomendagles:

Tendo em vista 3 legisiagdo vigente, devem ser encaminhados 3o CEP-FOUSP relatoros parcials anuals
referentes 30 andamento da pesquisa e relatoro inal, utlizanco-se 03 0pgao “Enviar Notificagdo™ (descrita
no Manual "Submeter Notificagdo™, disponivel na Central de Suporte - Canto supernor direito do site
www.saude. gov.br/platatormabrasil).

Quaiquer ateragao no projeto onginal deve ser apresentada "emenda’ 3 este CEP, 0 forma odjetiva @ com
JusStNcativas para nova apreciagdo.

Conclusdes ou Penaéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto Aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclagio da CONEP:

Nio

Considerag0es Finais a critéerio do CEP:

SAO PAULO, 03 ge Agosto de 2015

Assinado por:
Maria Gabriela Haye Blazevic
(Coordenador)
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