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RESUMO

Silva MJCN. Estudo da diferenciacdo semelhante a lactacional no carcinoma
secretorio com origem em glandula salivar [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sé&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2021. Versao Corrigida.

O carcinoma secretério em glandula salivar € uma neoplasia recentemente descrita
que tem os mesmos aspectos morfolégicos, imuno-histoquimicos e genéticos do
carcinoma secretoério de origem mamaria. O carcinoma secretorio tem caracteristicas
celulares reminiscentes de uma célula secretora lactacional, isto €, um citoplasma
vacuolado repleto de gotas lipidicas e um material secretado, por vezes de forma
apocrina, que pode lembrar o leite. Mais recentemente, algum nivel de diferenciacao
lactacional foi sugerida no carcinoma secretério de origem salivar. O objetivo do
estudo foi verificar se existe uma diferenciacdo do tipo lactacional em carcinomas
secretorios de origem salivar, comparando a outros tipos de carcinomas salivares
mais comuns. Foram realizadas reagdes imuno-histoquimicas para as seguintes
proteinas: receptores hormonais (receptor de prolactina e receptor do horménio do
crescimento), proteinas associadas ao produto de secrecdo da glandula mamaria
lactacional (mucina-1 (MUC-1), MUC4, globulina de gordura 1 do leite humano,
lactoferrina) e proteinas associadas a via Akt-mTOR (PTEN, p-Akt, p-mTOR, p4EBP1,
elF4E, pS6). A maioria dos casos de carcinoma secretoério foi negativa para receptor
de prolactina e de horménio do crescimento. Lactoferrina foi positiva em todos os
grupos tumorais, porém somente em carcinoma secretério observou-se um padrao de
marcacgao intensa, difuso tanto em célula como em secre¢do. Todos os casos de
carcinoma secretério foram positivos para globulina de gordura do tipo 1, porém o
mesmo padrao de marcagao foi observado em outros tumores. A maioria dos casos
de carcinoma secretorio foram positivos para MUC1 e MUC4. Nenhum caso de
carcinoma secretorio foi positivo para Akt, mas PTEN foi difusamente expresso em
57,1% dos casos. mTOR foi expresso em mais da metade dos casos de carcinoma
secretorio e dos outros tumores salivares. Entre as proteinas a jusante de mTOR,
somente elF4E demonstrou alta expressdo no grupo de estudo. A expressao de

marcadores lactacionais nao é exclusiva do carcinoma secretoério, porém a



expressao de lactoferrina € distinta neste grupo de tumores quando comparado aos

demais tumores salivares estudados.

Palavras-chave: Carcinoma secretorio. Tumores salivares. Glandula salivar.

Lactacdo. Vias de sinalizacao.



ABSTRACT

Silva MJCN. Lactational-like differentiation in secretory carcinoma of salivary gland
origin [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia;
2021. Versao Corrigida.

Secretory carcinoma of salivary gland origin is a recently described neoplasm that
shares the morphological, immunohistochemical and genetic features of the breast
secretory carcinoma. The cells composing the secretory carcinoma show aspects that
resemble that of a lactating secretory cell, i.e., a vacuolated cytoplasm rich in lipid
droplets and a secreted material that may be similar to milk. Recently, it has been
proposed that secretory carcinoma might have a lactating-like differentiation. The aim
of this study was to assess whether there is a lactating-like differentiation in secretory
carcinomas of salivary gland origin and to compare this differentiation to other salivary
gland neoplasms. Immunohistochemical reactions were performed for proteins
belonging to three groups: hormonal receptors (prolactin and growth hormone
receptor), proteins that compose the milk (mucin-1 (MUC-1), MUC-4, human milk fat
globule 1, lactoferrin) and signalling proteins of Akt-mTOR pathway (PTEN, p-Akt, p-
mTOR, p4EBP1, elF4E, pS6). Most cases of secretory carcinoma were negative for
prolactin and growth hormone receptor. receptor and the positive cases exhibited a
focal weak staining. All tumour groups showed positivity for lactoferrin, although only
secretory carcinomas showed an intense and diffuse staining, both at the cytoplasm
and secretion. All cases of secretory carcinoma were positive for fat globule 1 but the
same staining pattern was identified in the other groups. Most cases of SCsg were
positive for MUC1 and MUC4. No case of secretory carcinoma was positive for Akt but
PTEN was diffusely expressed in 57.1 % of the cases. mTOR is expressed in more
than half of the cases both for SCsg and other salivary tumour types. Among the mTOR
downstream targets, only elF4E was highly expressed in all groups. Lactating-like
differentiation is not exclusive to secretory carcinoma. However, lactoferrin
expression seems to be distinct in this group of tumours when compared to other

salivary neoplasms.



Keywords: Secretory carcinoma. Salivary neoplasms. Salivary gland. Lactation.

Signalling pathways.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma secretério em glandula salivar, antigamente denominado de
carcinoma secretorio analogo ao de mama, € uma neoplasia recentemente descrita
que tem os mesmos aspectos morfolégicos, imuno-histoquimicos e genéticos do
carcinoma secretério de origem mamaria (1-3). Em glandula salivar, o carcinoma
secretorio pode afetar tanto glandulas maiores como as menores, mas é dificil tirar
quaisquer conclusdes acerca do perfil mais comum de pacientes que esse tumor
afeta, ou mesmo seu desenrolar clinico, visto que a amostra de tumores incluidas nas
pesquisas geralmente é limitada (4,5).

O carcinoma secretério tem caracteristicas celulares reminiscentes de uma
célula secretora lactacional (6), isto €, um citoplasma vacuolado repleto de gotas
lipidicas e um material secretado, por vezes de forma apdcrina, compondo um liquido
secretado que pode lembrar o leite (7-9). Em mama, os poucos estudos que existem
sobre o assunto demonstraram marcagao positiva para certas proteinas presentes na
composicado do leite, como a lactoferrina e a a-lactalbumina, e também marcacgéo
positiva para adipofilina, uma proteina presente na membrana que reveste goticulas
lipidicas de células lactantes (7).

Mais recentemente, algum nivel de diferenciacdo lactacional também foi
sugerida no carcinoma secretério de origem salivar. Foi demonstrada a positividade
para adipofilina e lisozima, a semelhanca de sua contraparte mamaria (9-11). Até o
momento, entretanto, pouquissimos estudos avaliaram em maior profundidade, tanto
em mama como em glandula salivar, um painel de marcadores mais completo que
pudesse indicar uma diferenciagdo semelhante a lactacional nessa neoplasia. Por
isso, 0 objetivo do estudo foi verificar se existe uma diferenciagédo do tipo lactacional
em carcinomas secretérios de origem salivar, comparando tais expressdes a outros

tipos de carcinomas salivares mais comuns.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA SECRETORIO DE ORIGEM SALIVAR

O carcinoma secretdrio de mama € uma neoplasia bastante rara, que parece
possuir um comportamento clinico indolente e um melhor prognéstico quando
comparado aos carcinomas mamarios mais frequentes (12). Os primeiros relatos
dessa neoplasia foram feitos em individuos jovens, motivo pelo qual sua antiga
denominacgdoera de “carcinoma juvenil’(12). O carcinoma secretério também difere
de outras neoplasias mamarias em relacdo a sua morfologia, imunofendtipo e
alteracdes genéticas (3). As células dessa neoplasia possuem caracteristicas
secretorias, sendo vacuolizadas ou xantomatosas, e abundante quantidade de
material secretado, um perfil imuno-histoquimico normalmente “triplo-negativo”
(expressdao negativa para HERZ2, receptor de estrogénio e progesterona), e
geralmente uma translocacao cromossOmica especifica, resultando no gene de fusdo
ETV6-NTRKS3 (3).

Até 2010, acreditava-se que esse carcinoma era restrito a glandula mamaria.
No entanto, Skalova et al. demostraram pela primeira vez a presenga dessa neoplasia
em glandula salivar (1). Nessa época, o grupo de pesquisa batizou a neoplasia de
“carcinoma secretorio analogo ao de mama”, fazendo referéncia as semelhancas
histolégicas, imuno-histoquimicas e genéticas entre as entidades salivares e as da
mama (1). Outros relatos e pesquisas surgiram depois desse primeiro relato,
mostrando que o carcinoma secretorio em glandula salivar, ainda que raro, era uma
neoplasia frequentemente ignorada pelos patologistas de cabeca e pescocgo (2). Com
0 crescente numero de casos reportados na literatura, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) decidiu, em 2017, apagar o termo “analogo ao de mama” da
nomenclatura desse tumor (13). O entendimento da OMS é que este nao era um tumor
similar, e sim o proprio carcinoma secretério em localizagdo extramamaria.
Corroborando o entendimento da OMS, carcinomas secretorios primarios ja foram
descritos em tireoide, pele, pulmao, cavidade nasal, glandula lacrimal e vulva (14-19).

No entanto, os casos em glandula salivar continuam sendo os mais numerosos (4,14).
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O carcinoma secretorio de glandula salivar reprisa as mesmas caracteristicas
histoldgicas, fenotipicas e genéticas de sua contraparte mamaria. Na maior parte dos
casos, o tumor é circunscrito, embora ndo seja encapsulado, e pode apresentar areas
sélidas, papilares, microcisticas e tubulares, frequentemente notando-se a presenca
de secrec¢ao de coloracao variada nesses espacos microcisticos. Individualmente, as
células possuem um nucleo vesicular arredondado e o citoplasma é eosinofilico
palido, vacuolado ou granular (1,2). Existem variantes macrocistas, uni ou
multiloculares, que se assemelham a outras lesdes cisticas mais comuns. Nestes
casos, o lumen é geralmente revestido por uma unica camada de células, que por
vezes se espessa formando projegdes intraluminais (20). Necrose, mitose e atipia
marcante ndo sao observadas na maioria dos casos, embora ocasionalmente areas
de transformacao de alto grau estejam presentes (21). Ha relatos da associacao de
carcinomas secretorios com outros tumores salivares, seja na forma de lesdes
sincronicas (22), ou na forma de outra malignidade, morfologicamente distinta,
surgindo dentro do componente tumoral (23). Apesar da morfologia ser tipica na
maioria dos casos de carcinoma secretoério, pode haver certo grau de sobreposi¢céao
histolégica com outras neoplasias salivares, especialmente tratando-se de bidpsias
incisionais (24).

Quanto ao fendtipo, as células neoplasicas do carcinoma secretério sao
fortemente positivas para mamaglobina, S100, citoqueratinas (CK7, CK8, CK18,
CK19), EMA, vimentina e STAT5a. O material secretado, encontrado nos espagos
microcisticos e tubulares, € positivo para MUC1, MUC4 e PAS (antes e depois da
digestdo por diastase) (1,2,25). Marcadores para células de fendtipo
mioepitelial/basal, como CK14, CK5/6, p63, actina de musculo liso, CD10 e calponina
sdo tipicamente negativos, embora existam casos onde essas marcagbes foram
observadas de forma focal ou difusa (25). A maioria dos tumores € negativa para
DOG1, mas ha casos cuja expressao desse marcador é focal, bem distinta do padrao
forte/difuso esperado nos carcinomas de células acinares, o principal diagndstico
diferencial do carcinoma secretério (26). A expressdao de SOX10 pode ser positiva ou
negativa (11,27). Menos frequente, reatividade para GATA-3 e CD117 ja foi
demonstrada (28). Bem como os tumores mamarios, os carcinomas de origem salivar
parecem ser triplamente negativos para receptores de estrégeno, progesterona e
HER2, embora poucos estudos verificaram essa expressao (3,29). Mais
recentemente, o marcador pan-Trk foi apresentado como uma alternativa mais viavel

para identificar, por meio de imuno-
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histoquimica, arranjos do gene NTRK em carcinomas secretérios (30,31). Conquanto
a positividade para pan-Trk ndo seja exclusiva desse grupo de tumores, ela é bem
mais frequente que a observada em carcinoma de células acinares e se distingue pelo
padréo de marcagado predominantemente nuclear em carcinoma secretorio (30-32).

A maioria dos casos de carcinoma secretdrio € caracterizada por uma
translocacao balanceada entre os cromossomos 12 (p13) e 15 (g25), resultando em
um gene de fusdo ETV6-NTRK3, sendo a juncao classica observada entre os éxons
5 e 15 (1,33). Tal gene de fusdo codifica uma proteina tirosina-quinase que ativa
algumas vias de sinalizagao relacionadas a oncogénese, como a MAP quinase e via
PI3k-Akt (34). Essa alteracdo genética € exclusiva do subtipo secretério dentre os
varios tipos de carcinomas mamarios e parece também ser exclusiva dentre os
carcinomas salivares (3). Com o tempo, o entendimento sobre as alteracdes genéticas
dessa neoplasia vem sendo ampliado. Alguns casos de carcinoma secretérios
salivares exibem a quebra do gene ETV6, porem falham em exibir os transcritos
classicos resultantes da fusédo (34). Isso ocorre devido a jungdes atipicas formadas
entre os éxons dos genes ETV6 e NTRK3 (34).

Além disso, apesar do rearranjo do ETV6 ser quase sempre detectado, em
certos tumores o parceiro de fusdo pode ser outro: o gene RET (33), MAM3L (35) ou
MET (36). Em pelo menos alguns desses casos ha caracteristicas histoldgicas de alto
grau, embora nenhuma correlacao especifica possa ser estabelecida entre o padrao
histolégico e a fusdo alternativa (33,36). A coexisténcia de dois genes de fusao
também ja foi descrita: ETV6-NTRK3 e ETV6-MAM3L (35) em um tumor com areas
focais atipicas, ETV6-NTRK3 e MYB-SMR3B em um carcinoma secretério de alto
grau (37), e ETV6-RET e EGFR-SEPT14 em uma caso com aspecto macrocistico,
cuja parede era infiltrada por células de morfologia tipica (38). Excepcionalmente,
existem pouquissimos casos de carcinoma secretorio em que outras fusdes sao
identificadas na auséncia do rearranjo do gene ETV6. Nesse sentido, a fusdo entre
VIM-RET e CTNNA1-ALK foram recentemente reportadas, cada qual ocorrendo em
um caso apenas (37,39).

Com relacao ao prognostico, é dificil tirar quaisquer conclusdes definitivas
sobre essa neoplasia, visto que ela € uma entidade relativamente rara, o que reflete
na casuista pequena da maioria dos trabalhos (2,4,40). Porém, assim como 0s

tumores mamarios, os carcinomas secretérios de glandula salivar sdo tipicamente
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considerados de baixo grau, parecem ter um bom prognostico, com uma alta taxa de
sobrevivéncia e baixo indice de metastase regional e a distancia (4,5,12). Casos mais
agressivos, com metastase a distancia e pouco responsivos ao tratamento podem ser
eventualmente encontrados (21,41). A implicacao clinica dessas translocagbes menos
frequentes ainda é incerta (33,35,36). O tratamento do carcinoma secretorio
geralmente consiste em resseccéao cirurgica do tumor na maioria dos casos, as vezes

seguida de radioterapia, combinada ou ndo a quimioterapia (40).

2.2 A GLANDULA MAMARIA E A LACTOGENESE

A glandula mamaria é um 6rgao secretor que passa por diversas alteracdes
morfolégicas durante a vida da mulher, especialmente na puberdade, gravidez e
lactacdo. Dessa forma, essa glandula exdcrina é diferente de outras glandulas, como
as salivares, por exemplo, pois s alcanca o maximo de seu desenvolvimento no
periodo poés-natal, em fases especificas da vida da mulher (6,42-44). Quando a
crianga nasce, ela possui apenas um sistema de ductos rudimentar na mama, que
sera alterado posteriormente pela acdo de hormdnios circulantes e pela producéao de
fatores de crescimento locais (6,42-44).

Quase tudo que se sabe sobre embriogénese e desenvolvimento mamario
pos-natal advém de estudos realizados em camundongos. Algumas diferencas
existem, obviamente, entre camundongos e humanos. Por exemplo, os camundongos
possuem cinco ou seis pares de glandulas mamarias, enquanto a espécie humana
possui normalmente apenas um par. O camundongo adulto também possui muito mais
tecido adiposo compondo o estroma mamario comparado a espécie humana (6,42).
Salvo algumas diferengas, esse modelo de estudo animal ainda € o mais utilizado para
investigar a participacdo de horménios circulantes, fatores de transcricdo, fatores de
crescimento, transicao epitélio-mesenquimal e células-tronco tumorais na formacao

da glandula mamaria (42).
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As glandulas mamarias de homens e mulheres sao muito semelhantes até a
puberdade, e é a partir desse momento que as caracteristicas sexuais comegam a se
diferenciar em ambos os sexos. A puberdade € o primeiro periodo onde se observam
grandes transformagbes na estrutura mamaria. Esse periodo é conhecido como
morfogénese ductal, e corresponde ao crescimento e desenvolvimento das estruturas
ductais, formando uma verdadeira “arvore ductal” que vai preenchendo, ramificando e
penetrando o tecido adiposo estromal (6,45). Todo esse desenvolvimento é possivel
gracas a atuagado do horménio de crescimento (GH), secretado pela hipofise anterior,
que estimula a expressao do fator de crescimento tipo insulina 1 (IGF1) no figado e
no estroma mamario. O IGF1 atua em conjunto com o estrogeno secretado pelo
ovario, resultando na proliferacdo do epitélio ductal (46-48).

O segundo periodo de transformacbes na mama é a gravidez, no qual a
glandula atinge o maximo de sua diferenciacado celular e crescimento. No inicio da
gravidez, a fase proliferativa corresponde a ramificacao do epitélio mamario na “arvore
ductal” e a formacao de brotos alveolares (49,50). Tais brotos vao progressivamente
se diferenciando em alvéolos bem constituidos, que sao as futuras unidades
secretoras de leite, com a concomitante diminuicado do estroma mamario na fase de
diferenciagao secretoria (49,50). Os alvéolos juntam-se para formar |6bulos em
humanos, cada I6bulo tendo um ducto lactifero conectado ao mamilo. O estagio 1 da
lactogénese, como essa fase de diferenciacdo também €& conhecida, ocorre
geralmente no meio da gravidez. O grau de diferenciacao alcancado transforma as
células alveolares em células pré-secretoras, estas possuindo um formato cuboidal ou
piramidal com o citoplasma rico em gotas lipidicas. Por isso, morfologicamente essas
células terdo o citoplasma rico em vacuolos e com caracteristicas apdcrinas (6,51).

Apesar do perfil secretor das células alveolares, a secrecao do leite € inibida
pela acdo da progesterona, esta secretada pelo ovario. Além desta funcao, esse
horménio, juntamente com a prolactina secretada pela glandula pituitaria e pelo
préprio tecido mamario, atuara na diferenciacdo das células secretoras do alvéolo
(47,50,52). A fase de ativacao secretoria, ou estagio Il da lactogénese, acontece no
parto ou proximo a este (51). Nessa fase mais avancada da gravidez, quase todo o
estroma devera ter desaparecido e a alveologénese alcancado seu estagio maximo.
Préximo ao parto, ha o inicio da secrecao das proteinas do leite e de lipidios para o

lumen alveolar, e o revestimento de células mioepiteliais do l6bulo fica descontinuo

(6).
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Além da ativagdo de genes relacionados a sintese de constituintes do leite,
ativacao ja observada na fase anterior, observa-se uma queda nos niveis circulantes
de progesterona, que libera a secrecao de leite através dos ductos para fora da mama
(51). Finalmente, a fase de lactacédo é onde a producao e secrecao de leite € mantida
de forma continua. As células lactantes ficam mais achatadas, porém ainda com
visiveis glébulos de gordura em seus citoplasmas (6).

Todos as alteragbes observadas na mama dao-se pela ativacao de diversas
vias de sinalizacao, incluindo a via do akt-mTOR, que parece ser essencial para a
diferenciacao lactacional (53-55). Varios trabalhos mostram que a deficiéncia de akt1
resulta na formacéao de brotos alveolares menores em tamanho e em quantidade, além
de diminuir a expressao de genes relacionados a secrec¢ao de lipideos no leite. A
sintese lipidica alterada altera a quantidade de leite sendo produzida. (53,54) A
deficiéncia de akt, no entanto, ndo interfere na formacdo da glandula no periodo
embrionario (53). Por sua vez, a inibicdo de mTOR impediu a expressao de proteinas
do leite induzida por hormdnios lactogénicos (55).

No fim, uma glandula mamaria competente deve ser capaz de produzir leite
em quantidade e por um periodo de tempo suficientes para atender as demandas
nutricionais da crianca, até que ocorra a involucdo da glandula para um estado
semelhante ao observado anteriormente a gravidez. O leite vai ser composto por
macro e micronutrientes, componentes bioativos, fatores de crescimento e
imunoldgicos (56,57). A principal fonte energética fornecida pelo leite vem dos
lipideos, que sao secretados na forma de glébulos de gordura citoplasmaticos
revestidos por uma membrana de duas camadas (58,59). A maior parte dos lipideos
do leite estdo na forma de triglicerideos, e o revestimento da bicamada lipidica &
principalmente feito por fosfolipidios. A participacdo desse macronutriente é tao
importante na espécie humana que faz com que a glandula mamaria se torne um dos
principais 6rgaos sintetizadores de lipidios (57,58,60).Outro componente abundante
na composicao do leite sao as proteinas, sendo a maior parte desse conteudo proteico
secretado pelas proprias células alveolares. Mais de 400 tipos diferentes de proteina
estdo presentes no leite, destacando-se a caseina, a-lactalbumina, lactoferrina,
albumina sérica e lisozima (57). Mucinas, como MUC1 e MUC4 estao presentes na
membrana de revestimento dos gldbulos de gordura, bem como o glébulo de gordura
de leite 1 (lactaderina) (59,61). Imunoglobulinas, especialmente do tipo A e S, também

estdo presentes e contribuem para conferir prote¢cao imune ao recém-nascido (62).
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Além do rico conteudo de gordura e proteico, o leite também é formado por
agucares, especialmente a lactose, composto nitrogenados nao-proteicos, horménios,
como a somastatina, calcitonina e adiponectina, células de defesa, citocinas e
guimiocinas, fatores de crescimento e oligossacarideos do leite (56,57). A composi¢cao
do leite pode variar de mae para mae, podendo ser influenciado pela sua dieta, idade
e ganho de peso durante a gravidez. A duragao da lactacdo também pode interferir

nessa composicao (56,57).

2.3 CARCINOMA SECRETORIO E A DIFERENCIACAO LACTACIONAL

Existem pelo menos 17 subtipos histolégicos de adenocarcinomas mamarios
reconhecidos pela OMS. O subtipo mais comum, sem duvida, é o carcinoma ductal
invasivo sem outra especificagcao (50-80%), muitas vezes usado como sinbnimo de
cancer de mama, a semelhancga do que ocorre com a associagao entre cancer de boca
e carcinoma epidermoide (63,64). O termo “sem especificacao” refere-se ao fato do
tumor nao possuir diferenciacdo detectavel para ser alocado nos outros 16 subtipos
existentes (64).

Existem poucas variantes onde ha o predominio de células com citoplasma
vacuolado ou granular, ou mesmo com caracteristicas secretorias (65). Todas essas
variantes que possuem essa morfologia predominante, como o carcinoma rico em
lipidios, carcinoma apocrino e o carcinoma secretdrio, sdo subtipos histologicos
extremamente raros (63,64). Dentre estes, o carcinoma secretério € um dos subtipos
de carcinoma ductal mais raros, chegando a menos de 0,15% dos casos em mama
(64). O diagnostico, como comentado no inicio dessa revisao, € feito pela combinacao
das caracteristicas morfoldgicas, imuno-histoquimicas e genéticas (12).

Esses tumores sdo fortemente positivos para STATS5a, e essa expressao
parece ndo ser vista em outros subtipos de carcinomas mamarios mais comuns.(66).
STAT5a € uma proteina que € fundamental para a diferenciacdo secretoria na
glandula mamaria lactante e é ativada pela ligagao da prolactina ao seu receptor (67).
Curiosamente, os carcinomas secretorios sao imunopositivos para proteinas do leite,
como lisozima e ao-lactalbumina, e apresentam uma marcagdo vacuolar para

adipofilina, um marcador expresso na membrana de globulos de gordura e presente
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nas células mamarias lactantes (7,58). A positividade para esses marcadores nao &
exclusiva desse subtipo de tumor, pois a expressao dessas proteinas pode ser
observada em outros tumores mamarios e nao-mamarios com caracteristicas
secretorias (7,68,69). Porém, a grande maioria dos subtipos mamarios mais comuns
sdo negativos para a-lactalbumina e adipofilina (7). Essas caracteristicas, somadas a
morfologia celular e ao conteudo secretado pelo tumor, podem apontar para uma
diferenciagao de secrecéao do tipo lactacional no carcinoma secretorio.

Raras pesquisas também sugerem uma possivel diferenciagao lactacional no
carcinoma secretério de glandula salivar. A adipofilina € expressa nesses tumores
que, tal como as contrapartes mamarias, parecem exibir um rico conteudo lipidico
(9,11). Somente o carcinoma secretorio apresentou expressao forte e difusa de
adipofilina ao redor de grandes gotas intracitoplasmaticas (9). Outro estudo também
mostrou que a marcacao de lisozima, apesar de nao ser especifica do carcinoma
secretorio de glandula salivar, € observada nas células tumorais € no material
secretado desse tumor, e pode ser util para distingui-lo do carcinoma de células
acinares (10). Como soO existem esses dois trabalhos em glandula salivar, seria
interessante expandir o painel de marcadores lactacionais a nivel proteico e génico, com
o intuito de verificar se o carcinoma secretorio com origem salivar possui

diferenciacao lactacional.
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3 PROPOSICAO

Avaliar se existe uma diferenciagcdo do tipo lactacional em carcinomas
secretorios de origem salivar, comparando tais expressdes a outros tipos de tumores
salivares mais comuns. Nossa hipétese € que os carcinomas secretorios apresentam
diferenciacao do tipo lactacional, enquanto outros tumores salivares ndo expressam

ou expressam de forma diferente tais proteinas

3.1 PROPOSICOES ESPECIFICAS

o Avaliar a expressdo de receptores hormonais, que ajudam a formar uma
glandula mamaria competente, e proteinas relacionadas ao leite em casos de
carcinoma secretorio e outros tumores salivares

o Avaliar a expressdo de proteinas da via Akt-mTOR que podem estar

desregulados nesse tipo de tumor
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS CASOS

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados casos de carcinoma
secretorio de glandula salivar encontrados nos servigcos de Anatomia Patoldgica da
FOUSP, FCM-UNICAMP e Sao Leopoldo MANDIC, tendo o diagnéstico sido feito a
partir de aspectos morfologicos e imuno-histoquimicos (citoqueratinas, vimentina,
mamaglobina, S100). Como se trata de uma neoplasia incomum, o diagndstico de
carcinoma secretorio foi feito em 12 casos. Em 6 desses casos, uma confirmagao do
diagnéstico foi feita usando FISH para ETV6. Casos de outros carcinomas salivares e
tumores de glandula benignos foram selecionados para formarem o grupo de
comparagao (carcinoma mucoepidermoide de baixo grau, CME=10; carcinoma
adenoide cistico cribriforme, CAC=9; carcinoma do ducto salivar, CDS=4; carcinoma
de células acinares, CCA=4; adenocarcinoma polimorfo, AP=3; carcinoma ex-
adenoma pleomoérfico, CaXP=1; adenoma pleomorfico, AdPleo=10; adenoma

canalicular, AC=4). Todos os tumores eram produtores de secrecao.

4.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

As proteinas selecionadas para o estudo incluem receptores hormonais
(receptor de prolactina e receptor do horménio do crescimento), proteinas associadas
ao produto de secrecao da glandula mamaria lactacional (mucina-1 (MUC-1), MUC4,
globulina de gordura 1 do leite humano, lactoferrina) e proteinas associadas a via Akt-
mTOR (PTEN, p-Akt, p-mTOR, p4EBP1, elF4E, pS6). A partir do material emblocado
em parafina, foram feitos cortes de 3-4 micrémetros de espessura em laminas de vidro
previamente silanizadas. Os cortes foram desparafinizados em dois banhos de xilol e
depois reidratados em cadeia descendente de alcool. As laminas receberam os

tratamentos de recuperagao antigénica usando tris-EDTA, ph=9 (receptor de
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prolactina) ou acido citrico, ph=6 (demais anticorpos) em banho-maria a 952 C. Em
seguida, o desgaste da peroxidase endogena foi feito com uma solucao 1:1 (v/v) de
perdxido de hidrogénio e metanol. As laminas foram incubadas por um periodo de 16
horas, a 4 2 C, usando os seguintes anticorpos primarios: prolactin receptor (D4A9)
1:100 (Cell Signalling, Denver, USA); growth hormone receptor (EPR5291(2)) 1:100
(Abcam, Cambridge, UK); human milk fat globule 1 (SPM291) 1:100 (Abcam,
Cambridge, UK); lactoferrin 1:300 (Abcam, Cambridge, UK); MUC1 (VU4H5) 1:100
(Cell Signalling, Denver, USA); MUC4 (5B12) 1:100 (Abcam, Cambridge, UK);
phospho-Akt Serd73 (D9E) 1:100 (Cell Signalling, Denver, USA); phosphor-mTOR
Ser2448 (clone 49F9) 1:100 (Cell Signalling, Denver,USA); PTEN (D4.3) 1:100 (Cell
Signalling, Denver, USA); phospho-S6 ribosomal protein Ser235/236 (D57.2.2E)
1:300 (Cell Signalling, Denver, USA); elF4E (C46H6) 1:500 (Cell Signalling, Denver,
USA); phospho-4E-BP1 Thr37/46 (236B4) 1:500 (Cell Signalling, Denver, USA). O
sinal da reacdo antigeno-anticorpo foi amplificado usando Envision (DAKO,
Carpinteria, CA, USA) e as reag0bes reveladas pela diaminobenzidina (DAKO Liquid
DAB+, K3468). Apds a contra coloragao, os cortes foram desidratados em cadeia
crescente de etandis, diafanizados em xilol, montados em resina para microscopia e
examinados em microscopio de luz.

A analise para os anticorpos foi feita de modo semiquantitativo, considerando
a quantidade de células positivas: marcagcado negativa (0-5% de células positivas),
focal (>5-50% de células positivas) e difusa (>50% de células positivas), e intensidade
de marcacao: sem marcacao, fraca/moderada e forte. Foi observado se a marcacao
predominante era citoplasmatica, membranosa ou nuclear. Quando possivel, o teste
exato de Fisher no Graph Pad Prism 8.0 foi usado para comparacao estatistica entre

0OS grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE MORFOLOGICA DOS CARCINOMAS SECRETORIOS

Seis casos de carcinoma secretorio eram provenientes de glandula salivares
maiores, 5 provenientes de glandulas menores e em um caso esta informacéo nao
pdde ser verificada. A Figura 5.1 apresenta as principais caracteristicas morfoldgicas
encontradas nos carcinomas secretorios estudados. De acordo com o padrao
morfoldgico, a arquitetura tipica solida/microcistica foi vista frequentemente (9 casos)
(Figura 5.1 A). O padrao papilar-cistico foi visto em 3 casos. Em um desses casos, o
tumor era formado por uma unica cavidade macrocistica contendo projecdes
papilares-cisticas em dire¢cao ao lumen (Figura 5.1 B). Os tumores eram compostos
por células de morfologia tipica, isto €, ora apresentando citoplasma variando de
palido a eosinofilico claro, ora citoplasma claro e/ou vacuolizado (Figura 5.1 C). Um

unico tumor apresentou composigao predominante de células vacuolizadas.

5.2 ACHADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS DOS RECEPTORES HORMONAIS E
PROTEINAS DO LEITE EM TUMORES SALIVARES

A Tabela 5.1 resume a imunoexpressao dos receptores hormonais avaliados
nos tumores salivares. O receptor de prolactina apresentou um padrao de marcacao
variavel entre os tumores. Entre os carcinomas secretorios, 41,7% dos casos foram
positivos, porém com uma marcagao citoplasmatica fraca e focal. Um desses casos
exibiu marcagcdo predominante ao redor do nucleo( (Figura 5.2 A). A maioria dos
casos de CME (6/10), AdPleo (9/12) e AP (2/3) foram também focalmente positivos
para esse receptor, vendo-se marcacao fraca/moderada nas células epidermoides e
intermediarias do CME (Figura 5.2 E), enquanto que marcacao forte nos grupos AP e
AdPleo. Neste ultimo grupo, a marcacao foi observada em células luminais e em
secrecao. Um caso de CCA apresentou forte marcacdo em células acinares

Serosas.
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A maioria dos tumores benignos e malignos de glandula salivar foram
negativos para receptor de horménio de crescimento. Os poucos casos positivos em
geral apresentaram marcacéo fraca e focal no citoplasma.

A Tabela 5.2 apresenta a positividade e padrdao de expressdo das proteinas
do leite em tumores salivares. Quase todos os tumores foram positivos para globulina

de gordura do tipo 1. Em carcinomas secretorios, nota-se uma expressao forte
membranosa e frequentemente citoplasmatica nas células ndo vacuolizadas, porém
com intensidade mais moderada (Figura 5.2 B). O mesmo padrdo de marcacao foi
observado nos demais tumores (Figura 5.2 D). CCA demonstrou, em metade dos
casos, apenas uma marcacao focal, especialmente em areas vacuolizadas (Figura 5.2
F). Nos poucos casos positivos de CAC, a marcacao restringiu-se a superficie luminal
apical da célula e secrecao. A secrecao de outros tumores raramente estava marcada.

Em relacdo a lactoferrina, os carcinomas secretérios mostraram marcacao
difusa, tanto na secre¢cdo como no citoplasma das células neoplasicas, apesar da
marcacao ser menos intensa neste ultimo (Figura 5.3 A-C). Os outros tumores
salivares exibiram apenas marcacgdo focal, vista em areas restritas do tumor. A
marcacao desses tumores podia ser vista exclusivamente na secre¢do (CME/AC)
(Figura 5.3 D), secrecéo e superficie apical (AdPleo/ CAC) ou secrecgao e citoplasma
de poucas células proximas a secrecao (CDS/ AP/ CaXP). Nos casos de CCA, uma
marcacao granular evidenciou principalmente as células com diferenciacdo acinar
serosa e raramente foi observada em secrecéao (Figura 5.3 E).

Quanto ao MUC1, 75% dos carcinomas secretorios foram positivos, quer focal
ou difusamente. Todos os CDS e a maioria dos CME e AdPleo foram também
positivos. Entre os casos de CME, marcacao difusa predominou. Independentemente
do tipo de tumor, a marcacgao variou de moderada a intensa no citoplasma. Marcacao
em secregao foi vista frequentemente em AdPleo e CDS, porém raramente em outros
tumores salivares, incluindo nos casos-estudo.

O MUC4 teve marcacado predominantemente difusa e citoplasmatica em
91.7% dos carcinomas secretoérios. A intensidade de marcacao variou de moderado a
forte (Figura 5.3 F) e, em outros tumores, raramente marcou secre¢gao. Marcagao
concomitante em citoplasma e secrec¢ao foi vista em AdPleo e CME. Casos de CAC
marcaram somente a superficie apical de células juntas a secrecao, esta também

positiva.
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Baseado na frequéncia de positividade e padrao de marcacdo dos
marcadores avaliados, um perfil fenotipico geral dos tumores salivares € apresentado
na Tabela 5.3. Apesar desse perfil fenotipico, nenhum dos marcadores estudados
apresentou diferenca estatisticamente significativa quando os casos de carcinoma
secretorio foram comparados diretamente ao grupo formado por outros carcinomas

salivares (Tabela 5.4).

52 ACHADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS EM GLANDULAS SALIVARES
ADJACENTES NORMAIS

Quando disponiveis na mesma lamina, as glandulas paratumorais também
foram avaliadas. Em geral, observou-se uma marcacao focal em todos os marcadores.
Em relacdo ao receptor de prolactina e para o horménio de crescimento, marcacao
fraca foi vista no citoplasma de ocasionais células ductais (Figura 5.4 B), porém
intensa em algumas células acinares (Figura 5.4 A). A globulina de gordura do tipo 1
apresentou marcacao forte e difusa no citoplasma de células ductais. Ocasionalmente,
células acinares também marcavam para globulina de gordura (Figura 5.4 C) e
lactoferrina (Figura 5.4 D). Menos frequentemente observou-se marcagcdo em
citoplasma ou secrecgao para lactoferrina. Em relacdo ao MUC1 e MUC4, marcacao

de fraca a moderada era vista em algumas estruturas ductais (Figura 5.4 E,F).
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5.3 ACHADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS DA VIA AKT-MTOR NOS TUMORES
SALIVARES

Nesta parte dos resultados, 7 casos de carcinoma secretério foram usados e,
para comparacao, foram usados outros casos de carcinomas salivares (Tabela 5.5 e
5.6). Dentre todos os tumores avaliados, a expressao de Akt foi observada em um
unico caso de carcinoma mucoepidermoide. Em carcinomas secretoérios, PTEN e
mTOR estavam expressos em 4/7 casos. A maioria dos outros tumores foi negativa
para PTEN, porém o grupo CME apresentou positividade em 80% dos casos,
principalmente de forma difusa. Coletivamente, os outros tipos de carcinomas
salivares foram positivos para mTOR em pouco mais da metade dos casos,
especialmente em um padrao citoplasmatico focal.

Em relacdo as proteinas que ficam a jusante do mTOR, 4E-BP1 foi expresso
em uma minoria de casos tanto nos carcinomas secretorios como nos outros
carcinomas salivares, observando-se marcacao citoplasmatica e nuclear nos casos
positivos. J& em relacdo a elF4E, a maioria dos casos de carcinoma secretorio e
outros carcinomas salivares foi difusamente positiva. Apenas 2/7 carcinomas
secretoérios foram positivos para pS6, enquanto outros carcinomas expressaram esta

proteina de forma mais frequente (55,6%).
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Figura 5.1 — Caracteristicas morfolégicas dos carcinomas secretorios estudados. O padrao
solido (A) (HE, 100x) foi visto mais frequentemente, seguido pelo padrao papilar-
cistico (B) (HE, 100x). Em um maior aumento, nota-se a morfologia tipica das
células (C) (HE, 400x)

Fonte: O autor.
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Figura 5.2 — A direita, expressdo imuno-histoquimica dos receptores hormonais (A, C, E,
400x): expressao focal e fraca do receptor de prolactina em carcinoma
secretorio (A) e em um caso de CME (C); expresséao fraca e focal em um dos
casos de carcinoma secretorio positivo para receptor de hormdnio de
crescimento (E). A esquerda, expressdo imuno-histoquimica de globulina de
gordura do tipo 1 (B, D, F, 400x): expressao forte e difusa em carcinoma
secretorio (B) e CDS (D) e expresséo focal em CCA (F)

Fonte: O autor.
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Figura 5.3 - Imunoexpressdao de lactoferrina (A-E) e MUC4 (F). Lactoferrina marca
difusamente os casos de carcinomas secretérios (padrao solido: A, 100x; B,
400x; padrao papilar-cistico: C). Os outros tumores tiveram apenas
marcagao focal, neste caso restrita a secrecdo em CME (D) e algumas células
serosas do CCA (E). O padrao de marcagcdo de MUC4 em carcinoma
secretorio (F) foi muito semelhante ao padrao de marcagao de MUC1

Fonte: O autor.
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Figura 5.4 - Imunoexpressao representativa em glandula salivar adjacente ao tumor.
Marcagao em algumas células acinares serosas para receptor de prolactina (A);
marcacao fraca em ducto estriado para receptor de horménio de crescimento
(B); marcacao difusa de globulina de gordura do tipo 1 (C); marcacgao focal de
lactoferrina em algumas células acinares serosas (D);marcacao semelhante de
MUC1 (E) e MUC4 (F) em ductos

Fonte: O autor.
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Figura 5.5 - Imunoexpressao das proteinas da via Akt-mTOR em carcinomas secretorios.
PTEN (A, 400x), mTOR (B, 400x), 4E-BP1 (C, 400x), elF4E (D, 100x; E, 400x)
e proteina ribossomal S6 (F, 400x) [Figura publicada: Custéddio et al.
EuropeanArchives Otorhinolaryngol, 2020. Anexo B]
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Fonte: O autor.
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Tabela 5.1 - Imunoexpresséo de receptores hormonais nos tumores de glandula salivar

Receptor de prolactina Receptor do horménio de
crescimento
N. de N. de
células células
positivas positivas
Tumores salivares N. casos + ++ N. casos + ++
positivos/ (%) positivos/ (%)
Carcinoma secretério 5/12 (41,7) 5 - 4/12 (33,3) 4 -
Carcinoma adenoide 2/9 (22,2) 2 - 1/9 (11,1) 1 -
cistico
Carcinoma 6/10 (60) 5 1 3/10 (30) 3 -
mucoepidermoide
Carcinoma de células 2/4 (50) 2 - 1/4 (25) 1 -
acinares
Carcinoma do ducto 1/4 (33,3) 1 - 2/4 (50) - 2
salivar
Adenocarcinoma 2/3 (66,7) 2 - 1/3 (33,3) 1 -
polimorfo
Carcinoma ex- 0/1 (0) - - 0/1 (0) - -
adenoma pleomorfico
Adenoma canalicular 0/4 (0) - - 0/4 (0) - -
Adenoma pleomorfico 9/12 (75) 9 - 1/12 (8,3) 1 -

Fonte: O autor.



Tabela 5.2 - Imunoexpressao das proteinas do leite em tumores salivares

Globulina de gorduratipo 1 Lactoferrina MUC1 MUC4
N. de N. de N. de N. de
células células células células
positivas positivas positivas positivas
Tumores salivares N. casos + ++ N. casos + ++ N. casos + ++ N. casos + ++
positivos/ (%) positivos/ (%) positivos/ (%) positivos/ (%)
Carcinoma secretorio 12/12 (100) 2 10 11/12 (91,7) 11 9/12 (75) 4 5 11/12 (91,7) 3 8
Carcinoma adenoide 3/8 (37,5) 3 - 7/8 (87,5) 7 - 0/8 (0) - - 718 (87,5) 4 3
cistico
Carcinoma 10/10 (100) 2 8 7/10 (70) 7 - 7/10 (70) 5 2 10/10 (100) 3 7
mucoepidermoide
Carcinoma de células 4/4 (100) 2 2 4/4 (100) 2 2 1/4 (25) 1 - 1/4 (25) 1 -
acinares
Carcinoma do ducto 4/4 (100) 4 3/4 (75) 3 - 4/4 (100) 1 3 4/4 (100) 1 3
salivar
Adenocarcinoma 3/3 (100) 2 1 1/3 (33,3) 1 - 1/3 (33,3) 1 - 2/2 (100) - 2
polimorfo
Carcinoma ex- 1/1 (100) 1 - 1/1 (100) - 1 1/1 (100) 1 - NA* - -
adenoma pleomorfico
Adenoma canalicular 1/4 (25) 1 - 1/4 (25) 1 - 1/4 (25) 1 - 1/4 (25) 1 -
Adenoma pleomorfico 12/12 (100) 11 1 12/12 (100) 8 4 10/12 (83,3) 10 - 10/12 (83,3) 9 1

+: marcacéo focal; ++; marcacao difusa; NA: ndo avaliado

Fonte: O autor.
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Tabela 5.3 - Perfil fenotipico geral dos tumores salivares baseado na frequéncia de
positividade e padrdo de marcacio predominante

Globulina
Receptor  Receptor do de
de hormbénio de  gordura Lactoferrina  MUC1 MUC4
prolactina crescimento tipo 1
Carcmgma ) ) + 4 4 ++
secretorio
Carcinoma - - - + R 4+t
adenoide cistico
Carcinoma + - ++ + ++ ++
mucoepidermoide
Carcinomade -/+* - ++ +/++* - -
células
acinares
Carcinoma do - -[++* ++ + ++ ++
ducto salivar
Adenoarcinoma + - + - - +
polimorfo
Adenoma + - + + + +
pleomérfico
Adenoma + - + + + o
canalicular

* Um padrao predominante de expressao ndo pode ser estabelecido; +: marcacgao focal; ++; marcagao

difusa

Fonte: O autor.
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Tabela 5.4 - Positividade dos receptores hormonais e das proteinas do leite em carcinomas
secretérios vs outros carcinomas salivares

Negativo Positivo
n (%) n (%)

Receptor do horménio de crescimento

Carcinoma secretorio 8(66.7) 4(33.3) p=0.7

Outros carcinomas salivares 23(74.2) 8(25.8)

Receptor de prolactina

Carcinoma secretorio 7(58.3) 5(41.7) p>1

Outros carcinomas salivares 18(58) 13(42)

Globulina de gordura do tipo 1

Carcinoma secretorio - 12(100) p=0.2

Outros carcinomas salivares 6(19.4) 25(80.6)

Lactoferrina

Carcinoma secretorio 1(15.4) 11(84.6) p=04
Outros carcinomas salivares 8(25.8) 23(74.2)
MUC1
Carcinoma secretorio 3(25) 9(75) p=0.1
Outros carcinomas salivares 17(54.8) 14(45.2)
MUC4
Carcinoma secretoério 1(15.4) 11(84.6) p=0.6
Outros carcinomas salivares 6(20) 24(80)

*p<0,05 (Teste exato de Fisher)

Fonte: O autor.
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Tabela 5.5 - Imunoexpressao das proteinas da via Akt-mTOR nos grupos de carcinomas
salivares [Tabela modificada da publicacdo: Custodio et al. European Archives
Otorhinolaryngol, 2020. Anexo B]

Akt PTEN _ mTOR S6 elF4E  4E-BP1
n(%)  n(%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Carcinoma adenoide

Cistico
Negativa 9(100)  9(100) 7(77,8) 6(66,7)  1(11,1) 9(100)
Focal - - 2(22,2)  3(33,3) 2(22,2) -
Difusa - - - - 6(66,7) -
Carcinoma

mucoepidermoide

Negativa 9(90) 6(60) 1(10) 4(40) - 5(50)
Focal 1(10) 2(20) 5(50) 5(50) - 3(30)
Difusa - 2(20) 4(40) 1(10) 10(100) 2(20)
Carcinoma de células
Acinares
Negativa 4(100)  4(100) 1(25) 4(100) 1(25) 2(50)
Focal - - 3(75) - 2(50) 1(25)
Difusa - - - - 1(25) 1(25)
Carcinoma do ducto
Salivar
Negativa 4(100)  4(100) 2(50) 1(25) - 3(75)
Focal - - 1(25) 3(75) - 1(25)
Difusa - - 1(25) - 4(100) -

Carcinoma secretorio

Negativa 7(100) 3(42,9) 3(42,8) 5(71,4) 2(28,6) 4(57,1)
Focal - - 2(28,6)  1(14,3) - 2(28,6)
Difusa - 4(57,1) 2(28,6) 1(143) 5(71,4) 1(14,3)

Fonte: O autor.
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Tabela 5.6 - Positividade das proteinas da via Akt-mTOR em carcinomas secretoérios vs outros
carcinomas salivares [Tabela modificada da publicacdo: Custédio et al.
European Archives Otorhinolaryngol, 2020. Anexo B]

Negativo Positivo
n (%) n (%)

Akt

Carcinoma secretorio 7(100) - p=1

Outros carcinomas salivares 26(96,3)  1(3,7)

PTEN
Carcinoma secretorio 3(42,9) 4(57,1) p=0,03*
Outros carcinomas salivares 23(85,2) 4(14,8)
mTOR
Carcinoma secretorio 3(42,9) 4(57,1) p=0,99

Outros carcinomas salivares 11(40,7) 16(59,3)

S6 ribosomal protein

Carcinoma secretorio 5(71,4) 2(28,6) p=0,67
Outros carcinomas salivares 15(55,5) 12(44,5)
elF4E
Carcinoma secretorio 2(28,6) 5(71,4) p=0,18
Outros carcinomas salivares  2(7,4)  25(92,6)
4E-BP1

Carcinoma secretorio 4(57,1) 3(42,9) p=0,65

Outros carcinomas salivares 19(70,4) 8(29,6)

*p<0,05 (Teste exato de Fisher)

Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Uma possivel diferenciacdo lactacional em carcinomas secretorios foi
sugerida tanto em mama como em glandula salivar (7,9). Em uma grande colecéao de
carcinomas mamarios, a expressao de adipofilina, uma proteina altamente expressa
em células mamarias lactantes, foi restrita ao subtipo secretério (7). No mesmo ano,
um outro grupo de pesquisadores mostrou que a expressao de adipofilina € mais
frequente entre os tumores salivares, porém apresentava um padrao distinto em
carcinomas secretérios. Nestes, a marcacao era forte e difusa ao redor de grandes
gotas citoplasmaticas, interpretadas como sendo gotas lipidicas (9).

No nosso estudo, a hipotese de uma diferenciacao lactacional exclusiva em
carcinoma secretério nao pode ser confirmada, visto que quase todos os outros
tumores tiveram positividade, em algum grau, para os marcadores lactacionais
selecionados. Entretanto, o carcinoma secretério demonstrou ser um tumor com rica
expressao de lactoferrina no material secretado e também nas células secretoras,
padrao exclusivamente visto neste subtipo de tumor salivar. Um de seus principais
diagnosticos diferencias, o CCA,demonstrou positividade principalmente nas células
com diferenciacdo acinar serosa. Em CCAs papilares-cisticos cujas células com
diferenciagao acinar sejam mais escassas, a identificacdo por esse marcador poderia
ser util no diagnostico

A lactoferrina € uma das glicoproteinas mais abundantes na composi¢cédo do
leite, tendo com uma de suas fungdes a prote¢ao contra infecgdes em recém-nascidos
(61,70). Na mama lactante, € comum que a composi¢cao no conteudo da secrecao
mude com o tempo. Nota-se que a concentracdo de componentes imunologicos
parece alcancar um pico no primeiro fluido secretado apés o nascimento, chamado de
colostro (56). A concentracao de lactoferrina vai decrescendo conforme o colostro vai
se transformando em leite de transicao e leite maduro (70,71). Também, lactoferrina
e outros componentes imunes parecem ser componentes importantes do pré-colostro,
o fluido mamario intraglandular que se forma em algumas maes antes do parto, ou

seja, antes que a lactacao de fato se inicie (72,73). Normalmente, as goticulas de
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gordura nao serao encontradas no pré-colostro, uma vez que o conteudo lipidico fica
concentrado no citoplasma da célula alveolar mamaria até que ocorra o estimulo do
parto, na chamada fase de ativagao secretoria (49).

Assim, as células do carcinoma secretorio podem ter diferenciagao lactacional
mais relacionada com células alveolares que secretam o pré- colostro, pois na
secrecdo do carcinoma secretorio nota-se a expressao de proteinas de defesa
(lactoferrina e lisozima (10)), porém n&o se observam goticulas lipidicas. Pelo
contrario, o conteudo lipidico esta restrito ao citoplasma na foram de largas gotasde
gordura, evidenciado pela marcagado de proteinas de membrana do leite (adipofilina
(9), globulina de gordura do tipo 1, MUC1, MUC4). Além disso, prolactina e seu
receptor, extremamente importantes para manter uma secre¢ao continua de leite
(47,49), normalmente possuem pouca ou nenhuma expressao durante a maior parte
da gravidez em modelos animais, sO vindo a ser expressos no fim da gestacado ou
durante a lactagcédo (52,74). O carcinoma secretério, no nosso estudo, teve pouco
expressao desse receptor.

A via do Akt-mTOR é extremamente importante na diferenciagao lactacional
(53-55), porém os resultados deste estudo ndo puderam confirmar que esta seja uma
via importante na formagado dos carcinomas secretoérios. Akt ndo foi expresso em
nenhum caso de carcinoma secretorio, mas a expressao da fosfatase PTEN, que
regula negativamente a expressao de Akt (75), foi difusamente expressa (57.1%). Isso
pode em parte explicar a falta de ativacao de Akt neste grupo de tumores, porém nao
explica o porqué de outros tumores salivares também nao terem expressado Akt.
Talvez, esses resultados devam-se a casuistica limitada, ja que a fosforilagdo de Akt
nem sempre éum achado constante em tumores salivares (76,77).

A marcagcdo do mTOR foi vista em mais da metade dos carcinomas
secretorios e dos outros tumores salivares combinados, e foi vista baixa frequéncia de
positividade para 4E-BP1 e alta positividade para elF4AE em ambos os grupos. A
fosforilacdo de 4E-BP1 normalmente causa a liberacédo de elF4E no citoplasma para
a formacao do complexo de pré-iniciagcao (78). Isso mostra que a ativagdao do mTOR
e de seus alvos a jusante pode ser feita por vias ndo-candnicas, independentes de
Akt, como RAS/Mek/Erk (79), vias que n&o foram avaliadas nesse estudo.

Uma limitacao deste trabalho foi o tamanho da amostra do grupo de estudo
(casuistica variou de 7 a 12 tumores), que pode ser justificado pela raridade dos
casos encontrados nos arquivos de patologia. A falta de acompanhamento clinico
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também pode configurar-se como outra limitagdo, porém o intuito maior deste
trabalho era fazer uma investigacdo que trouxesse respostas sobre a histogénese
desse tumor. Coletivamente, os resultados mostraram que vias alternativas podem
ser mais importantes na formacao deste grupode tumores. Em nossa casuistica, o
painel selecionado revelou que o carcinoma secretério pode ter uma diferenciacéao
lactacional mais relacionada com uma fase pré-secretoria da alveologénese, mas
que outros tumores salivares compartiham da positividade para marcadores
lactacionais. A lactoferrina, entrtanto, possui um padrdo unico de marcagao nos

carcinomas secretorios.
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7 CONCLUSAO

A expressao de marcadores lactacionais ndo € exclusiva dos carcinomas
secretorios, porém a expressao de lactoferrina é distinta neste grupo de tumores se

comparado aos demais tumores salivares estudados.
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Abstract

Purpose To investigate the expression of upstream and downstream targets of mTOR signalling pathway in the secretory
carcinoma of salivary gland origin (SCsg).

Methods Seven cases of secretory carcinoma diagnosed by a combination of immunohistochemistry and/or molecular
testing were retrieved from our pathology files. For comparison purposes, 27 other salivary carcinomas were selected.
Immunohistochemical staining was performed against phospho-Akt, PTEN, phospho-mTOR, phospho-4E-BP, eIF4E and
phospho-S6 ribosomal protein.

Results With the exception of Akt, all the other proteins were present at some level in the SCsg and in other salivary carcino-
mas. PTEN was diffusely expressed in 57.1% of SCsg, but only in 14.8% of other salivary carcinomas. mTOR is expressed in
more than half of the cases both for SCsg and other salivary tumour types. Most cases of SCsg showed negative expression
for S6 ribosomal protein (71.4%) and 4E-BP1 (57.1%). For both groups evaluated, eIF4E was the most expressed protein.
Conclusion SCsg shows different expression patterns for the mTOR signalling molecules, but only eIF4E was highly

expressed. This may suggest alternative signalling pathways other than Akt and mTOR in this group of tumours.

Keywords Secretory carcinoma - Salivary gland tumours - Head and neck - mTOR pathway

Introduction

Secretory carcinoma of salivary gland origin (SCsg), previ-
ously known as mammary analogue secretory carcinoma,
is a rare salivary cancer that has morphological, immuno-
histochemical and genetic resemblance to its mammary
counterpart [1, 2]. Since its first description, a number of
investigators reviewed their pathology files and reclassified
some salivary malignancies as SCsg [2, 3]. Differential diag-
nosis includes tumours that might have extensive secretory
activity, microcystic features and vacuolization of cells. The
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main mimickers of SCsg are zymogen granule-poor acinic
cell carcinoma, low-grade salivary duct carcinoma and
mucoepidermoid carcinoma [4]. Although they share some
microscopic and immunohistochemical features, a proper
antibody panel and molecular testing are often sufficient to
render a correct diagnosis [2, 3].

In most cases, the SCsg harbours a balanced transloca-
tion between the chromosome 12p13 and 15q25, resulting in
the fusion gene ETV6-NTRK3 [2, 3]. Interestingly, among
the salivary and breast carcinomas, this fusion seems to be
exclusive of the secretory subtype [1, 2]. Some other types
of cancer harbouring this fusion oncogene have significant
tyrosine kinase activation, which leads to PI3k-Akt activa-
tion [5]. Because ETV6-NTRK3 may lead to a constitutive
activation of oncogenic pathways, we aimed to investigate
the expression of upstream and downstream targets of
mTOR pathway in cases of SCsg.
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Materials and methods
Case selection

This study was approved by the Institutional Ethics Commit-
tee (#1.860.949). The oral pathology archive was reviewed
and paraffin-embedded cases with sufficient material were
selected based on the morphology and results of an immu-
nohistochemistry panel. The diagnosis of secretory carci-
noma was made in seven cases. In six of these cases, diag-
nosis was completed with an additional confirmation step of
fluorescent in situ hybridization for ETV6 gene break. For
comparison purposes, 27 other paraffin-embedded cases of
salivary gland carcinomas were retrieved, including 10 cases
of mucoepidermoid carcinoma, 9 cases of adenoid cystic
carcinoma, 4 cases of acinic cell carcinoma and 4 cases of
salivary duct carcinoma.

Immunohistochemical staining

Sections of 3—4 pum were dewaxed and rehydrated. Antigen
retrieval was carried out immersing the slides in a solution
of citrate buffer (pH=6.0) or Tris—EDTA buffer (pH:9.0),
either in a water bath (30 min, 95° C) or in a microwave
(15 min, high-power). Endogenous peroxidase activity was
quenched in a solution of methanol and hydrogen peroxide
(1:1). The slides were incubated overnight at 4° C with the
following primary antibodies purchased from Cell Signalling

(Denver, USA): phospho-Akt (Ser473), clone DIE, dilution
1:100; phosphor-mTOR (Ser2448), clone 49F9, dilution
1:100; PTEN, clone D4.3, dilution 1:100; Phospho-S6 Ribo-
somal Protein (Ser235/236), clone D57.2.2E, dilution 1:300;
elF4E, clone C46H6, dilution 1:500; phospho-4E-BP1
(Thr37/46), clone 236B4, dilution 1:500. ENVISION system
(Dako, USA) was used as the amplification system.

Assessment of immunoreactivity

The expression of the antibodies was evaluated semi-
quantitatively by two investigators considering the number
of positive cells and the cellular localization. Cases were
split according to the percentage of positive cells into three
categories: no staining (up to 5% of cells), focal staining
(>5-50% of cells) and diffuse staining (> 50% of cells). The
expression was considered as nuclear, cytoplasmic/mem-
branous or both. Statistical analysis was carried out using
Fisher’s exact test in the GraphPad Software Prism 7.

Results

Tables 1 and 2 show the expression of phospho-Akt,
PTEN, phospho-mTOR, phosphor-S6 ribosomal pro-
tein, eIF4e and phospho-4E-BP1. Figure la, b provides
the representative photomicrographs for Akt, PTEN and
mTOR. Among the salivary carcinomas, the expression
of Akt was seen in only one case of mucoepidermoid

Table 1 Detailed expression

Akt PTEN mTOR S6 elF4E 4E-BP1
of upstream and downstream
mTOR signalling proteins for Adenoid cystic carcinoma n (%)
cachumont catcgory Negative 9(100) 9(100) 7(77.8) 6(66.7) 1(ILL) 9 (100)
Focal 2 = 2(222) 3(333) 2(222) s
Diffuse - - - - 6 (66.7) -
Mucoepidermoid carcinoma n (%)
Negative 9 (90) 6 (60) 1(10) 4 (40) - 5(50)
Focal 1(10) 2(20) 5(50) 5 (50 = 3(30)
Diffuse - 2(20) 4 (40) 1(10) 10(100)  2(20)
Acinic cell carcinoma n (%)
Negative 4(100)  4(100) 1(25) 4(100) 1(25) 2 (50)
Focal - - 3(75) - 2(50) 1(25)
Diffuse - - - - 1(25) 1(25)
Salivary duct carcinoma n (%)
Negative 4(100)  4(100) 2 (50) 1(25) = 3(75)
Focal - - 1(25) 3(75) - 1(25)
Diffuse - - 1(25) - 4 (100) -
Secretory carcinoma n (%)
Negative 7(100) 3(429) 3(42.8) 5(714) 2(28.6) 4(57.1)
Focal o = 2(28.6) 1(143) - 2(28.6)
Diffuse - 4(57.1)  2(28.6) 1(143) 5(714) 1(143)
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Table 2 Percentage of positive cases of secretory carcinomas versus
other salivary carcinomas

Negative Positive
n (%) n (%) P

Akt
Secretory carcinoma 7 (100) - 1.00
Other salivary carcinomas 26 (96.3) 1(3.7)

PTEN
Secretory carcinoma 3 (42.9) 4(57.1) 0.03
Other salivary carcinomas 23 (85.2) 4(14.8)

mTOR
Secretory carcinoma 3(429) 4(57.1) 0.99
Other salivary carcinomas 11 (40.7) 16 (59.3)

S6 ribosomal protein
Secretory carcinoma 5(71.4) 2(28.6) 0.67
Other salivary carcinomas 15 (55.5) 12 (44.5)

cIF4E

Secretory carcinoma 2(28.6) 5(714) 0.18
Other salivary carcinomas 2(74) 25(92.6)

4E-BP1
Secretory carcinoma 4(57.1) 3(42.9) 0.65

Other salivary carcinomas 19 (70.4) 8(29.6)

carcinoma and all cases of SCsg were negative. PTEN
expression was present in 57.1% (4/7) of SCsg in a diffuse
cytoplasmic pattern. Almost all other tumour types were
negative for PTEN, with the exception of mucoepidermoid
carcinoma. Although this comparison reached statistical
significance (p <0.05), the power of the sample was low.
For both tumour types, PTEN expression was weak/mod-
erate. mTOR expression was positive in 4/7 SCsg, show-
ing either a focal or a diffuse cytoplasmic staining. For
other salivary carcinomas, positive expression of mTOR
was seen in more than half of the cases, mostly in a focal
pattern.

Figure lc—f provides the representative photomicro-
graphs for 4E-BP1, eIF4E and S6 ribosomal protein. Posi-
tivity for 4E-BP1 was observed in the minority of cases in
both groups, 3/7 cases (42.9%) of SCsg were positive and
only 29.6% of other salivary carcinomas. Among these
positive cases, concomitant cytoplasmic and nuclear stain-
ing was more frequent. eIF4E was diffusely positive in
most cases of SCsg (71.4%) and also in the other salivary
carcinomas (92.6%). The expression of eIlF4e was mostly
seen in the cytoplasm, although two cases of SCsg and
other few cases of salivary cancers showed concomitant
nuclear expression. Two cases of SCsg were positive for
S6 ribosomal protein (28.6%), whereas S6 expression
was more common in the other salivary carcinoma types
(55.6%), in a focal cytoplasmic pattern.

Discussion

Little is known about the molecular pathways that could
contribute to tumorigenesis of SCsg. That is partly because
the diagnosis of SCsg is uncommon and researchers have
no established cell line to perform functional studies. Most
of the studies aim to show genetic alterations and proteins
that could give clues about the diagnosis and histogen-
esis of SCsg [2, 6, 7]. To our knowledge, no study has so
far evaluated the mTOR signalling pathway or any other
signalling pathway in SCsg. However, for other cancers
the chimeric protein ETV6-NTRK3 is shown to supress
TGF-p and activate MAPK signalling [8, 9]. Therefore,
these pathways might be good candidates for future inves-
tigations in SCsg.

With the exception of Akt, all the other proteins were
present at some level in the SCsg and in other salivary
carcinomas. Successful treatment with a tyrosine kinase
inhibitor in ETV6-NTRK3 positive cell lines inhibited the
phosphorylation of Akt [10]. Because most SCsg harbour
this genetic alteration, one could expect that Akt expres-
sion would be frequent. However, there is no data about its
expression in secretory breast carcinoma and phosphoryla-
tion of Akt was not shown in our sample of SCsg, which
was limited given the rarity of these neoplasms.

The phosphatase PTEN negatively regulates the acti-
vation of Akt by dephosphorylating PIP3 to PIP2 in the
cell membrane [11]. In our sample, PTEN was diffusely
expressed in SCsg (57.1%), but it seems to be of no impor-
tance to other tumours. This may partly explain why Akt
expression was not detected in our cases. Also, Akt phos-
phorylation may not be a constant feature of salivary neo-
plasms [12, 13] as we observed in our sample.

mTOR staining was shown in more than half of SCsg and
other salivary carcinomas in our sample, which suggests that
the expression of mTOR and its downstream effectors might
be regulated by non-canonical pathways. For instance, RAS/
Mek/ERK can regulate mTOR activation in an Akt-inde-
pendent manner [14], and the fusion gene ETV6-NTRK3 is
known to activate the RAS-MAPK pathway [9, 15].

4E-BP1 regulates protein translation by retaining its
ligand eIF4E in the nucleus. The phosphorylation inacti-
vates 4E-BP1, making it eIF4E available to form the preini-
tiation complex in the cytoplasm [16]. In one study, a high
expression of 4E-BP1/eIF4E was found in almost all salivary
cancers [12]. In our sample, SCsg as well as other salivary
carcinomas showed low frequency of 4E-BP1 activation, but
a high frequency of eIF4E positivity. This result possibly
means that alternative oncogenic signals act to increase the
cytoplasmic expression of elF4E. However, it is still a matter
of debate whether phosphorylation of eIF4E is required or
not to translate certain proteins related to cancer [17].
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Fig.1 Secretory carcinoma

of salivary gland origin: cases
showing positive expression

of PTEN (a 400x), mTOR (b
400x). 4E-BP1 (¢ 400x), eIFAE
(d 100x: e 400x) and S6 ribo-
somal protein (f 400x)

S6 ribosomal protein is considered a good readout
for S6k1 activity, which in turn is an indicator of mTOR
activity [16]. Interestingly, for some types of cancer, S6k1
phosphorylation is more dependent on mTOR or Akt activ-
ity than 4E-BP1 phosphorylation [18]. We hypothesize
that S6k1 activity was diminished in our sample due to the
lack of Akt signalling, because most cases of SCsg were
S6 negative in our study. However, one must remember
that S6kl1 has several different targets besides S6 that can
be phosphorylated [16, 19].

One limitation of this study is the lack of follow-up
information, mainly because these patients are referred to
treatment in a distinct cancer centre. Another limitation
is the lack of information regarding ETV6 gene break in
one of the studied cases. However, recent investigations
have shown that a combination of typical morphology and
immunohistochemistry is sufficient to diagnose SCsg and
distinguish it from other salivary tumours [20].

@ Springer

In summary, SCsg shows different expression patterns
of mTOR signalling molecules, with eIF4E being the
most expressed protein. This may suggest that alterna-
tive signalling pathways other than Akt and mTOR act in
this group of tumours. DNA microarray might be useful
for a general screen of possible pathways deregulated in
SCsg as long as the paraffin-embedded material is of good
quality. Understanding these altered pathways in SCsg is
important to compare its development to other tumours
that also arise from salivary gland and to help establish
specific treatment strategies against this type of cancer.
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